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HESUMEN

ki proceso de' mortogen$sis bajo condiciones in witro, ha sido

unraspéqtofa;'que ge han enfocado auchas de las investigaciones
‘queﬂsé“}ediizaq actuélneute en el campo del cultivo de tejidos
vegela;és}.‘

Hlthalz,£$ ‘ung especie  vepetal sumamente  importante & nivel
mundiai pbr,lo”cual ha sido estudiada bajo condiciones in vitro,
:deude i;47.‘163rando hasta la fecha adelantos importantes en el
’Conoéléleuté dé st bioclogfa. De esta forma en el presente  trabajo
se'éhplédrbnTtrés varxedades de malz (Chalguenro, VS-22 y H-135%),
de las cﬁales se pretendid® inducir a traves de las técnicas in
giggg 1ériormac1;n de embriones somSticos. Para lograr dicho
bbjetxéo; en’: praimer lugar se propicié la formacien de callo,
énpieando el medio de cultivoe “R" (modificacidn del M5) y Ne

ambos adicionados de 4 mg/l de MCPP . Al final del periodo de
induccifn se evalu$ la respuesta de formacin de calle para cada

variedad en cada medio de cultivo.

La mejor respuesta se observS en el medio Ra tanto para la variedad
Chalqueho como para la H-135. El medio N6 fue adecuado tambidén para
1a variedad Chalquerio y para la VS-22 rosteriormente el callo
obtenido se coloed en un medio de crecimiento con el fin de
1ncremaentar la cantidad de material biolSgico (les cultives se
reseabraron  durante dos  ocasiones) . Después de la sagunda
regiembra los cultivos se colocaron en un @medio especial para
lugrqr yue el callou tuera embriogénico, este medio {tanto R como
N6}, se encuentran adiclonados de 10 mg/l de ApNOE y 6 % de

sAacarosa. Una vez que el callo fue tratado para ser

enbriogfnico, se observ® un cambio en las caracterfsticas que



or;ginalhente presentaba, -es décif, 1a co;oraci&n:‘ ﬁaybié}r ‘de
blanguecina & émgrglléﬁta llegando a . ser - casi "ééfé;‘fﬁ'sh
cunsisu:uc;a pasd a ser sumamente compacta y nucxlugjlxo;sa.

Todos los callos gue presentaron estas caracterivsticasf Ms‘e
colocaron en un medi1o adiclionado de ABA y posterioriente de. "GA3
con 1la finalidad de proprciar la maduracién y germinacidn de los
embriones somiticos.Con el fain de corroborar la presencia de estas
estructuras en los cultivos, se realizs$ un analisis histoldgico a
través del cual se determin que los callos que no fueron tratados

con ABA ni con GAa, presentaron estru ¢ turas embriog‘snicas en

diferentes estadf{os de desarrollo.



- INTROBUCCION

E;Hi v‘a!z: es. una  especie vegetal con- un - alto - grado -de
doiegﬂicagién 81n; embargo, a pesar de ser uno de. los ;hltivus
-eJui\-cénocxdos ,. Su  potenciral gendtico no -‘ha  sido totalmente
éXplbtado y por 1o tanto el aprovechaamiento de este recurso
-es menor-de lo que podria esperarse.

- En México, como en el resto de LatinoamSrica,esta especie es
la base de la alimentacidn de su poblacién, actualmente no es
posible satisfacer esta demanda interna con los niveles de
produccidn por lo que la regidn se ve obligada a importar grandes
yolunenes del cereal, lo que trae como consecuencia la salida de
divisas.

Especf ficamente en nuestro pafs, ademfs de que no se
'satisface la necesidad de este recurso, existe un problema adn mss
grave y es que la superficie sembrada con malz es cada vez menor vy
esto se debe a la modificacidn del usoc del suelo, como
consecuencia de la r&pida urbanizacidn y el deterioro de los
ecosistesas.

La biotecnologf{a vegetal puede ser una alternativa para la
busqueda de soluciones a una parte de la problemitica que
presenta la produccin de aafz.

KL cultivo de tejidos vegetales es, dentro de esta
perspectiva una de las mis importantes, ya que a través de sus
tfcnicas, peraite abordar el anflisis de la capacidad morfogenStica

de las variedades empleadas en la producci®sn de semilla en nuestro
pals.
En particular, el mafz es un especie suaamente diffcil de

establecer bajo condiciones de cultivo in vitro, ademis de ésto son

realmente pocos los genotipos de esta especie gue hasta la fecha



hanrxespond;do a la esc;mulacién para gue’ se dé, el -proceso - de’
morfogendsis. A esta problemilica se debe el poco avance ﬁue,fsé

tiene en el conocismiento de dicho proceso. .y es,rﬁuei‘EKLSten*

procesos murfogenSticos normales durante el -

plantas que no han sido debidamente e$tydiqd6>

conocen con precisidn los procesos hls;ol§glcqs, 3
bioqufmicos que se involucran en la Eornacién'dé
que originardn finalmente una planta. 3

Bisicamente en este trabajo se pretende abordar ei estudio de
la embriogenésis somatica en tres variedades de mafz, 'las cuales
tienen gran importancia econSmica en los estados de - Puebla,
Tlaxcala e Hidalgo.

En este caso, para el estudio de tal proceso morfogendético se
emplears un compuesto que es el AgNO3. Sep”n trabajos anteriores
este cospuesto, incrementa la capacidad asorfogendtica de los
callos de mafz ( Songstad et al, 1988> al acluar como antagonista
Jel efeclo itnhibitorio que tiene el etileno sobre el cultivo.

Cabe mencionar que es la primera vez que las variedades
empleadas en este trabajo se someten a tal tipo de tratamiento por
lo cual es conveniente la realizacidn de un estudio histolégico de
los cultivos finales, con el objeto de evaluar mis claramente cual
fue el avance del procesoc de embriogenédsis somftica en cada una de

las variedades eapleadas.



3.—Himfssxé

‘ 'Dado 168 antecedentes que se tienen en cuanto al empleo de
leas concentraciones de sacarosa y de la adicidén de AgNO3 para la
obtencién de cultivos de callos eambriogénicos, se espera que de
igual forma al trabajar bajo estas condiciones con las variedades
VvS~-22, H-135 ¥y Chalqueno, también St obtengan cultivos

eabriogénicos.

4.-Objetivo general
Determinar las condiciones de cullivo que permitan inducir y

mantener cultivos embriogdnicos de mafiz en medio sélido.

Objetivos particulares
1.- Definir a través del empleo de diferentes medios  de
cultivo, cual de ellos es el mejor para la induccidén de callo’: en

cada una de las variedades de malz propuestas.

1I.- Definir 1la importancia del eapleo de una elevada
concentracién de sacarosa para la obtencidn de ‘un cultivp

embriogénico.

111.~ Determipnar la i-portancia de la adicifn de AgNO2 para ~ 1a
cbtencisn de  un cultivo de callos con caracterf{sticas

embriogénicas.

IV.- Realizar un anflisis histoldSgico del material biolégico
obtenido de los diferentes tratamientos con el fin de determinar:-

cual es el afis adecuado para gue se dé el proceso de eabriogdnesis



5.~ FUNDAMENTACION DEL TEMA
H.1.Hiologfa de Zea mays L.

5.1.1. Ubicacidn taxonfmica

Reino Vegetal
Divisidn Anthophyta
Clase Honocotyledonae

Superorden Commeliniflorae
Oorden Poales
Familia Poaceae

Subfamilia Panicoidae

Género 2ea

- Especie mays

'De,écuerQU con Dahlgren et al, (1985).
5.1.2. Anatomfa y morfologfa

El mafz tiene un ciclo vegelativo que puede variar enire los
80 -y 200 dfas comprendiendo desde la siembra hasta la cosecha.
Esta planta puede llegar a tener una altura que va desde 40 a 60
cem en variedades enanas y de 2 a 3 m en variedades gigantes.
En general no se producen macollos {ramificaciones), cuando é&stos
llegan a presentarse se originan del nudo basal. La raliz surge de
la radfcula del embridn y dado que €sta es temporal, se df la
formacisSn de rafces secundarias a partir del nudo basal.Tambifn

existen otro tipo de raices que van a sostener a la planta las



cuales se desarrollan a partir de los  nudos =fs préximos al
suelo; la formecién de estos tres tipos de raflces es muy
importante para la planta ya que ademis de tener 1la funcidn de
sostén, son ele;entales para la absorcién de nutrientes.

El tallo es cilfndrico y estf dividido por aproximadamente 16
nudos, dentro del parénquima del tallo el floema carece de cédlulas
de transferencia, sin embargo, se pueden distinguir dos tipos de
tubos cribosos, uno con paredes relativamente delgadas y
abundantes conexiones citoplasmiticas con las células
acoapafiantes; el otro tipo tiene paredes mi&s delgadas, carece de
células acompafiantes y presenta conexiones con  las células del
parénquima vascular. Al igual que muchas monocotiledéneas el mafz
no presenta un cilindro vascular definido, pero si se observan
haces vasculares que corren paralelamenie en los entrenudos y que
integrandose forman una red en la regidén donde se encuentran los
nudos.

Las hojas parten de cada nudo de dos en dos, estin opuestas y
su vaina forma un cilindro alrrededor del tallo. La diferenciacién
de la hoja se da a partir del tejido meristemftico aplcal antes de
que se inicie la diferenciacidn de la inflorescencia masculina. El
tallo principal de - la planta termina en una espiga que contiene
espiguillas estaninadas de dos flores y cada flor con dos
estambres y as{ conforme las flores se van abriendo, las anteras
soh enpujadas hacia afuera por el alargamiento de sus filamentios
provocando ésto el desprendimiento de los  granos de polen. La
mazorca se origina como ramificaciones en los nudos, cada una de
ellas estid integrada por un raquis del que surgiran las espatas vy

la mazorca misma,{( Figura 1 y 2 ).
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MORFOLOGIA DE UNA PLANTA DE MAIZ

-Planta

-fallu

Hoja

‘Sistema radicular

Rafz seminal o praucipal

Rafces adventicias

Rafces de sosten

Rafces aereas

Inflorescencia masculina
Espirguillas, una s88sil y 1la otra pediéelada
Flor masculina . =
Par de glumas

Tres estambres fértiles

Pistilo rudimentario

Inflorescencia pistilada

Rama lateral modificada

Hojas cubriendo a la inflorescencia
Estigma

Mazorca

Granos de maflz



Figura 1.Morgologia de la planta de Zea mays L.



Figura® 2. Mpqologja de las inl!urescencias de Zea mays L.



El fruto del malz es una carlipsis por lo due el pericarpo
cubre a la semilla sin testa y 4ésto es debido a que en esta planta
se . han perdido completamente los integumsentos forsandose asf{ la
cubierta del grano. Hacia el interior de <£ste se encuentra la
nucela y la capa de aleurond, siguiende el endospermo y finalmente
el embridn; este ultimo se compone de un eje embricnario y el
escutelo el cual sirve como 2ona de translocaciSn de nutrientes
desde el endospermo hasta el eje embrionario,{ Figura 3}

El eje embrionario estf formado por la plumula, la radfcula,
el coledptilo que protdége a los primordios foliares, el mesocotilo
el cual constituye la zona de inicio de las ralces adventlicias y
al punto de unidn entre el escutelo y el eje embrionario, 1la
radfcula con una cofia en su extremo, la cual se encuentra
protegida por la coleorriza en cuyo extremou inferior se localizan

los restos del suspensor,{ Figura 4)

5.1.3. Fisiologfa

La fisiologlfa del malz estld determinada, en gran medida por
el factor gendtico. La forma de crecimiento y de desarrollo de la
planta depende de las condiciones ambientales, pero solo hasta
ciertv punto. Crece ripido y con rendimientos elevados en
teaperaturas que estin entre los 20 y 30 °c . es susceptible a
bajas temperaturas ¥y el rango de temperatura &éptimo depende
basicamente del estadf{o de desarrollo, y es por esto que duranie
la germinacifn requiere de unha lemperalura que se encuentre enire
los 10 y 40 =C, wuando se presenta el crecimiento  vegelalivo  es

conveniente una tesperatura de 15 a 40 C 'y  cuando se da la



;florhcién la: temperatura adecuada oScila Enti oS'Zb.y'ap Fel -

j”AsI'gnibnégs bajo condiciones aﬁropiadas‘dé,Lémpefatura; huﬁed&d y

aersacisn, el mafz germina dentro de los sels dfas’ posteriores i

la Siembra.No requiere de luz para: germinar..y .en ::general’ no.
-presenta problemas de latencia o dormancia.- o N )
El cambio de la fase vegetativa a la fase productiva se da de

manera tesprana cuando el periodo de cultivo. coincide  con .dias’

cortos, durante los dfas largos florece mis tardfamente, por‘ 1004

tanto se trata de una especie regulada por fotoperiodo.. . La.:
floracidn es afectada por la temperatura, esio es que tenper;L@ngs:

. c -
superjiores a 30°C provaca la aparicidn tenprana

la maduracidn temprana de la inflorescencia femeni)
Jdirsposicién floral fdavorece para gue se d8  una vpollu'

cruzada; bajo condiciones normales, la autofecundacidén’.

alrededor de un 5 R ; la diseminacidn del polen se lleva -a ’Cébo

por viento, gravedad y con ayuda de las abejas. ;

Con respecto a s8u nutricisn, la deficiencia  de Nit;&éeﬁd
provoca el amarillamiento de las hojas, en general la carencia ‘de
nutrientes se refleja en el aspeclou de las hojas.

El mafz presenta un genoma formado por 10  Cromosomas, los
cuales son diferentes morfoldgicamente por su lonsttud, los  nhudos
caracter{sticos ¥y la localizacién del centréaerc,(Kato;1981 'y
Razo;1989) .Debido a que es una especie monoica se ha estimado que
el Y5 Z de los Svulos son fecundados por polen de otras plantas vy

es por esto yue se considera una planta heterdcigd.



Tegumento«

Endospermo
Coledptile

Plumula
Cotiledon

Radicula

Coyia

Coleo
Figura 3. Semilla madura de Zea mays L.



Escutelo

Coleéptilo
3 Primera hoja

Segunda h°|a

Apice . caulinar
Primer nudo
Radicula

Cogia

Coleorriza

Restos del suspensor

Figura 4. Embrign maduro de Zea mpy? L.



5.2. Generalidades del Cultivo de Tejidos Vegetales

El nombre genérico de cultivo de tejidos vegetales (CTV) se
énplea para designar aquellos cultivos asdpticos { 1libres de
contaminantes) de célylas, tejidos, ©Srganos o cualquier otra
estructura vegetal por periodos prolongados de tiempo en gistemas
in vitro. sus metodolog{as se basan en la teorfa celular y en una
derivacidn de é&sta que es el principio de tolipotlencialidad
celular, es decir, en que cada célula somitica es capaz de generar
un organismo completo, dado que posee toda la informacidén gendtica
para ello. De esta manera, bajo ciertas condiciones serid posible
mantener células vegetales en cultivo, libres y no especializadas
¥y a partir de $éstas, rediferenciar nuevamente las plantus
completas.

Existen varios tipos de CITV y de acuerdo a la clasificacidn

propuesta por Thorpe (1981), estog son:

1.~ Cultivo de callos:Cuando en .un explante se induce la
desdiferenciacidén celular para obtener masas de células

indiferenciadas.

2.- Cultivo de c$lulas en suspensidn:Se refiere a la
dispregacidén de los callos y a su cultivo en medio 1lf{quido con

agitacisn constante.

3.~ Cultivo de Srganos:Es el cultive de anteras, ovarios,

rafces o cualquier atro &rgano de la planta.



4.- cu%f‘vu de emds:cﬁghdd Be. ¢u1Liyan,:iésL regioties

,méristemétic s‘de‘CualquierlparLe de’la planta.:.

g rOLoplastoQ: Es. el. -aislamiento. .y culiivb de

. #rq;gplystp;m vegetales 'y puede sera . partir’;de ‘celulas

'cﬁlt;ﬁadas f 6 directamente de tejidos de la planta.

6.-Cultivo de embriones:Los embriones que se han. formado ';g

situ se ‘aislan para hacer que cdncluyan su aeéarfolld bajo

condiciones in vitro.

considerado - como. un

h botsnicas
altamente esbeciaiizadas;éino ; él;efﬁgéi;a:i
con gran poéenciai‘[deJ aplicacién:pfﬁcilcé eﬁlia';égriéultura, e
indugtrfa. ) : - : - : :
lnlclailente el CTV se utilizé para. realizar estudios sobre
metabolismo y diferenciacidn celular{White,1963), yn que estas
técnicas permiten la simplificacidén de los sistemas de
estudio representados por las plantas maduras, lo cual se
traduce en evitar muchos aspectos de organizacidn de las plantas
completas.

Hoy en df{a los mStados in vitro son aplicados para la obtencidén de

plantas libres de virus (vasil,1988}, estudios de
interaccidn hospedero-patfgeno, en la conservacin de germoplasama
(Tomes, 1985) y en la obtencisn de metibolitos secundarios

para la alimentaci®n industria y farmacia (Fujita, 1987},

16



adenfs se han implementado ;é&h;cas

. genético. Es  as!  como el cultivo eéeLgies»se.wha'

cunvertido en una poderosa herramienta 3 ﬁdio‘ he la
birologfa vegetal, lu cual explica'ei fnﬁékéé 5‘hivéi nundiél por

el desarrollo y especializéciéh de dichas técnicas.
5.3, Cultivo in vitro de Zea mays L.

Cénforue al inter$s que motivd a los pioneros del cultivo in
vitro, los primeros trabajos realizados en gZea mays buscaron
estableéer las condiciones que permitieran el culiivo de tejidos y
“con.ello se abriera la posibilidad de hacer investigactdn bisica
sobre la biologfa de esta especie, bajo condiciones in vitro.

La Rue (1947),es considerado el primer investigador que logrs el
establecimiento de cultivos de endospermo de mafz; obtiene callos
a partir de endospermo de semillas inmaduras de 8 a 18 dfas
despu$s de la peolinizacién, ademis observs al parecer al
desarrollo de un eabri®n a partir de estos callos, mismo qQue 1o
pudo sobrevivir; a traves del anilisis nmicroscépico de sus
cultivos reportd la presencia de numerosas masas o centros
meristemlticos.

Mag tarde varios autores repitieron este trabajo, siguiendo 1la
misma metodologfa y encontraron que la respuesta bajo condiciones
in vitro es diferente para cada variedad.

La t&€cnica empleada por La Rue (1947), se reports a los dos
affios, en £sta indica que usé adem¥s dJdel endospermo de seaillas
inmaduras, el medio de White y el de Riker para establecer sus

cultivos; ambos medios adicionados de un factor de crecimiento y



buplenentos orgéx

Ccos” Lales  cono: JUugo’ ‘et

levadura, uva ciruela, ‘Radfcéula acuftice

leche. de ‘vacal Estos cultxvosvse mantuv

de subcult;vos hastd que el trabaJo Eue re ortddo

51n elbargo antes  gue &l yd ‘en 1922 Kotte habla logrado

obtener cultlvos de ruices de mafz,. sold qu

,por‘uuy;poco tiempo;
‘dontenia’ extracto de

lo 1ogré e-pleando un nedio quer

Liebig y. en 1923 Robbins y Haneval re rta'ro'ri' el ‘mantentmiento

de Gultivos de rafces de naI' por velnte semdnas. en un medio que

contenfa extracto de:" .I.evauura. en ugar. de.L (.xu a(.\.u de Liebig

(Gautheret,1982), perc a - pesar de e5to sus cul(iv6h no BoLTevivien

por mucho tienpu,resu..: se lngé hés dM 1940 :Vpur 'Mu‘crl.dr_y.'qulen
empled un medio que contenfa una all:a‘conc:entrbacié’n;ué’ claruro de-
sod1o (Gautheret,1985). . j :
Los cultivos de endospermo Jlogrados  por La Rue ' se enmplearon
durante varios affos cono estandar en algunos
estudios. Posterioraente se encontraron variedades “de malz. con
endospermnos cuyo contenido de almidén y de grasas era suy elevado
motivo por el cual no pudieron ser cultivadas in vitro bajo las
condiciones que ya se hablan establecido hasita ese momento. Por
otra parte tambidn se realizaron investagaciones hechm; por
'lfanaokx y Ullstrup (1958) quienes togaron £n cuenta la conposicién
de diversos medios de cultivo, pero sus resultados fueron poco
relevantes ya que wsolo lograron una aparernte b limitada
proliferaci®n celular de los cultivos de endospermo  injcisdos a
parlir de semillas inmaduras ( de 7 a 12 dfas de polinizacidn)en
la variedad L-317 , empleando una modificac1Sn al medio de

Nitsch adicionado con 5 g/l de extracto de levadura.



‘Lo que serpreLendEa bisicamente era lograr esLnbleﬁeb ;;n
-édiqydefinido. y'de d=ta forma evitar 1nCeqpretacionesv errdneas‘
dé las respdéstas estudiadas en los cultivos bajo condiciohes k;g’
vitro, pues el empleo de suplementos de composicidn compleja como
el jugo de tomate o extracto de levadura dificultaban la
elaboracidén de un anllisis real de los resultados. As{ entonces el
primer medio totalmente sintftico empleado para el cultivo de
endosperno de mafle fue usado por Straus en 1960, yuien logré hacer
crecer callos a partir de endospermo de mafz de la 1inea Negro
mexicano, estos cultivos obtenidos fueron empleados posteriorsente
para la realizacidn de diversos estudios. El medio sintftico
desarrollado por Straus estd compuesto por sales minerales, 2 % de
gacarosa, vitaminas y 1.5 X 107 M de asparagiua. kste mnedio de
cultlivo es el mas enpleado para obilener callos de endospermo de
i;lz.

“'. Postéfiornente Farrar y Ganugapati (1970) esiludiaron el
‘desarrollo de callos a partir de endospermo dJde mafz sobre un medio
de cultivo sélido en el cual, la asparagina fue sustituida por
diferentes sales de amonio. LO que ellos obtuvieron fue que las
sales de amonio, de succinato y citrato produjeron un buen
crecimiento de callos pero las de oxaloacetato fueron téxicas.
Shannon y Liu (1977) lograron el cultivo de endospermo de malz .de.
tipe ceroso y demostraron que el cultivo puede creacer en un medio
el cuyal contenga solamente sales inorgfnicas, sacarosa y tiamina,
ademis de esto encontraron que ta tasa de <recimiento  puede ser
incrementada cuando se adiciona asparagina al 2 A, Tambidn
observaron, que las auxinas y las citocininas reducen el

crecimiento inicial del cultive a partir de endospermo de mafz y



al pdrecer,estbs titorreguladores no tieneﬁidnrkéfééfd

po?ﬁénte"
sobre el peso rlnal del cultivo. En ebte LIddeO lu lehlhﬂ fue ldv‘

diilca vitaming requerids para el Lrec1n1enLo deL

del nedio tuvo influencia directa  sobre lﬁi

creciatento del cultivo y en este caso sé encohtré :EUé‘
Sptimo fue de 5.5, por Gltimo se definid que la nbrfﬁiogf; finalf
del cultivo varfa de acuerdo al medio de cultivo que se emplee.
Shannon y Batley (1973} logran establecer cultivos - . de:
endospermo de las 1lfneas A-636 y R-168, ademis llegaron a obtener‘
cultivos en suspensidn de la 1fnea A-636, los cuales han sido®
empleados para estudio de divisidn. celular y Constitucién
microsomal. Sin esbargo debido 'a ".que: ‘el . - endospermo "es

gendticamente triploide,  no es un materxal adeguado ‘para: esLudlos

bioqufmicos y gendticos. Por ello exxsten
de reportes de cultivos de mafz usaudor
partes de 1la planta .

Towmakor vy

tuvieron $&xito ya gue solo se ‘inducfa ia prollferucl&n‘
explantes que contenfan tejido nodal cuando se eupleuba el medio
de Gautheret, pero estos cultavos no llegaban a ser subcult;vadus.'

Otros resultados que se consideran valiosos fueron 1051 :i
reporiados por Mascarenhas en 1969  (Hendre el al, 1965) quieh
logrS el cullivo de callos de diversos cereales y entre ellosk se
encontraba el malz; los callos se obtuvieron a partil’ de secclones
de plintulas y éstos tenfan la caracter{stica de que Ql sé}
transferidos del medio s$lido en el que se encontraban al liquido,

proliferaban como rafces.
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Gresshoff y Doy {1973) reportan el establecimiento de 1f{neas
de callo diploide de =mafz a partir de esbrifn seccionado y
macerado en un medio de cultivo sintStico el cual contenfa 4cido
naftalenac$tico y cinetina. Reportan adem§s de la obtencidén de
callo, la capacidad de diferenciaci$n de rafces y brotes, ademis
de la estabilidad tanto en el crecimiento como el nivel ploidfa de
sus cultivos durante un afo.
Johnson y Holden (1974} describen la ultraestructura de callos
provenientes de tejido nodal del coleoptlilo,dicho explante es
cultivado en medio Murashige Skoog (MS) adicionado con 2,4-D ¥
leche de coco. En este trabajo se observd que las cdlulas del
callo eran semejantes a las células meristemsticas, 1o que sugiere
que s{ obtuvieron la desdiferenciacidn del teiido.
En 1974 Green, Phillips y Kleese, intentaron la induccidn de
callos a partir de esbriones maduros y de discos de tejido nodal,
evpleando el medio Linsmainer-Skoog (RM), adicionado de 2,4-D en
un rango de 2 a 15 ag/l y 20 g/l de sacarosa; definiendo de dsto
que una concentracidn de 15 mg/l de 2,4-D es la mis adecuada para
la obtenciSn de callo, probaron diferentes 1l{neas y cruzas entre
ellas ¥ lo que obtuvieron fue que habfa una gran wvariabilidad de
respuesta, ya que hubo dJdiferencia en la capacidad para formsar
callos como también en el peso de los mismos. Ademis observaron
que los mejores resultados se obtenfan con el prismer nudo de
culeoptilo. Ent cuanto a la Sacarosa, cuando se eaplearon
concentracrones de 30 g/l y 10 g/l de agar el callo presentd una
gfau cantidad de rafces, este problema disainuyd al adicionar solo
20 g/1 de sacarosa y 8 g/l de agar.

Green y Phillips (1975), reportan por vee praimers la
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obtencidn de callos ‘con capacidad iorfdgenétiéa‘ujparpir detajido

‘escutelar de embriones inmaduros obtenidos de
_los . embriones. ' se djsectarun!‘déspuéS‘ de;. los’
“polinrzacidn y fuerdn cultivados en medio MS o

“mg/sl de 2,45, mismo gque mS% tarde  se elim

inducir la formaci<n de brotes adventicios.’

la obtencidn de callos de mafz y su rediferenciacids

ﬁfgctp: deliwéc;qof”

giberélico y la cinetuina los cuales fuerdn adlc;‘nédbs al }néﬁio'

basal de Linumaier y Skoog para la inducﬁi&nhde, AIibé—a‘pabtir'de‘

tambidn empled otras partes de la planta,

resultados importantes en ninguno de los  casos

del medio basal ya que observt que esto no afecta

crecimiento celular por lo cual segtin este dycbr;;déja'dé} ééf'
elementy esencial para el cultivo. Sin. embargo, esto‘Vﬁdy ééf t&n-
cirerto ya que en trabajog posteriores se 11ega a detér-ih&r qhe el

hadrolizado de casefna  incrementa  la tasa  de crecimiento - del

callo (Sheridan,1975).

Estos trabajos fueron anfiizados por Cure y Mott
(1978) ,bas¥ndose en un estudio anatemico de los cultivos y de todo
el proceso morfogenftico y es as{ como pone en duda los resultados -
obtenidos de los trabajos anteriores ya gque de acuerdo a su
ands1sin, los callos de malz  anteriormente reportados solo  son

producto de un crecimtento aberrante,muy similar o refces.Adeafs,
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dxsﬁute que los brotes observados por Green son produte de la

fdrIQCLén de yemas adventlcias en las rafces y no un proceso de

‘mortfogenésis de novo.Sin embargo el anSlisis de los cultivos de

la 1{nea A-188 demostré que por lo menos para este caso sf era de
Vgggg la tormacidn de yemas adventicias (Tomes ,1985).

Sheridan establece tambid¢n un cultivo en suspensidn de wmafz el
cual crecid como agregados celulares de diversos tamafos y tambisn
como células sueltas pero sus cullivos carecleron de capacidad
morfogendtica.

En conclusidn el callo que obtuvo este autor es firme, opaco,
friable y presenta una coloracidn que se encuentra entre crema y
amarillo; adesds el aejor medio para el sistema LIfquido fue el
‘medio basal de Linsmaler y Skoog adicionado de 2 % de gacarosa y 4
wg/l de 2,4-D.

Oswald, Nicholson y Bauman (1977),lograron establecer un
sistema de cf€lulas en suspensisdn de diferentes lfneas, . para - esto
enplearon lejldo somStico de mafz. Las condiciones Sptimas para la
incubacidn de este sistema fueron 24 °C a 125 rpm y con un pH de
6.2 .Los autores observan diferenclas en cuanto a la viabilidad de
lag células, ademfs de que ) EDTA mostrs ser una fuente de
toxicidad.La periodicidad que presentan los patrones de
crecimiento sugieren yue existe un proceso de sincronizacidn de
las células.Es en este trabajo donde se definio que el mafz es la
primera especie de plantas en la cual se eaplea la vitamina E para
incrementar la viabrlidad celular.

Ein mafz, se ha vislo gue es esencial la presencia de  aux ihas
tanto para la  inducceSn comu para el msbhtenimiento de  los

culbtivos. AdemSs, tambifn se ha observado gyue &Egta inhibe 1a



diferenciacifn 'y - mantiene el . creéiniento de >71aS;: #éiulésV
desorganizadas. )

Los trabajos antes mencionasdos facilitaron el avance dei cultivoe
de tedidos de mafz durante los aRos posterlores.”ﬂasta ese momento
se contaba ya con una metodologfa que persitfa el estableclmiento
de cultivos celulares, los cuales era posible mantener por
periodos prolongados de tiempo.De cierta forma ya se tenfa claro
que la variaci®n que presentan los cultavos, dependen del genolipo
y de las condiciones de cultive por lo cual no se podfa llegar a
una generalizascid$n. Hasta la fecha no se tiene un  protocolo
general para el cultivo de maflz; siendo #éste un serio problema
porque si a¥n no se tiene una metodologfa bien definida para el
sistema sélido, en el sistema 1liquido  también 8e han tenido

dificultades para establecer un cultivoide célqlas en malz:

5.4. Generalidades de la Enbrlégehés

S5.4.1. Aspectos generales

Generalmente los embriones se>1§r1g1hpn’; bu%ti ~de"lar
tertilizacidn de una ovocelula poé' elr nﬁéleQ eSpeiﬁ&tico.,-Lua”
emnbrilones taambién pueden surgir‘a partir de células dél esporofilo
o bien del gametofito, sin que se 1nvulucre una unidn sexual. En
este caso los embriones se conocen como eabriones adventicios,
pseudoembriones, esbrioides o bien eabriones somiticos. El proceso
por el cual se forman es cohocido como émbriogené81s adventiciq 3

embriogendsis somStica.

Raghavan (1976}, detine un esmbrién somStico como uha
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estructura bipolar producida asexualsente, el cual carece de una
conéccxén vascular con el te)ido madre,sil embargo, desde el  punto
de vista funcional y estructural es parecido a un esbridén cigdtico
y de la misma forma llegarS a dar origen & una hueva planta.
Este proceso puede ocurrar dJde manera npatural o bien bajo
condiciones in yvitro, bhabiséndose encontrado una incidencia mis
alta de la formacidn de estos embriones en tejidos de nucela,
tegumento y sinérgidas.

La embriogendsis somStica fue primeramente observada en

cultivo de células en suspensidén de zanahoria (Daucus carota L.)},

por Steward et al,(1958}) y en cultivo de callos de 1la nmisma
especie en medio sdlido por Reinert, (1959).

Este proceso de eabriogendsis somfitica ha stdo hasta la fe;hd
reportado eis mis de 30 familias de plaltas, {Raghavan, 1976){
{Cuadro 1). Los indculos gue se ha espleado para la obpéncién de
embriones somitrcos a travss de cultivos de tejidos han. sido:

a) Células vegetatlivas de la planta madura cciu Bon;

hpjaé;
‘tallos ¥y peciolos.
b) Tejido reproductive,(nusela, tegumento ¥y sinérgidas)

incluyendo al cigoto.

c)Hipocotilo y cotiledones de embriones, as{ como ~tasbién

segmentos de pl&intulas.
Existen generalaente dos vias para que se dJd€ la Formacidn - de
. embriones somf{ticos {(Sharp et al, 1980), y estas son:
a) Vfa directa:sin formacidn de tejido calloso previor a la
eabriogendsis,
b} Via indirecta:con formacidn de tejirdo calloso previo a  la

embriogendsis.
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FARILLA. o ESFECLE - - e e ERPLANTE SRR

Aquitoliaceas . b i nl1leM  adurfolam L riledan, embridn.

Araliaceae tallo madurc,

Hedsra helix L. o )

Accleplaceae e Iviophors indica L

Betulaceae /"

‘Corylus avellana

‘Taricaceae . Carica papava L, "
Cucurbitaceae” 7 Cucurbata pepa L.

. Hemamelidaceae 5

Leguminosae : Megicago sativa L.
pPapaveracsae " Eschschiolzia caiifori

Rubiaceae

Rutaceas

Luadrs 1 5 ERbri1ogersesis Somatls

vegetales . (Evars =t
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Es as{ como a través de estas dos-vifas la célula madura de una
planta adulta puede retroceder al estado embriogénico, ya sea de
cdlulas simples de vida libre en cultives 1lfquidos en suspensidén o
formando paerte del tejido calloso.

La embriogendsis asexual es euna cualidad de las células
vegetales por lo que es también posible pensar que este proceso se
encuentra regulado por secanismos represivos. Se ha planteado  que
los factores represivos sean sustancias volitiles ¥y no volitiles
en donde posiblemente se incluya el Acido 3-indolacdtico {AIA).
auxinas santéticas,etaileno,giberelinas y en algunos casos el

etanol (Carman, 1990).
5.4.2.Esbriogendsis somStica en zanahoria

Desde que se logrd obtener cultivos embriogénicos en
zanahoria esta especie ha sido empleada hasta nuestros dfas como
modelo para el establecisiento de un cultivo embriogénico de casi
cualquier especie, este cultivo se obtuvo de la siguiente forma:

El indSculo original se oblLine de 1 cm de peciolo o 0.5
cm’de ralz, el cual se siembra en medio sflido MS, adicionado de
4.5 M de 2,4-D para inducir la formaciSn de callo, a la cuarta
semana cuando ya se obtiene el callo se pasa al rededor de 3 g de
callo a medio 1fquido, con dgitacidn constante (160 rpa). La
enbriogendsis se 1nduce cuando se transflieren estos cultivos a  un
madio s1n auxinas ¥y el desarrollo de los embraones se da cuando se
hace una transterencia a medio sSlido sin reguladores e
crecimjiento.Finalmente para el enraizamiento se emplea el medio

MS, solo que las sales minerales se adicionan diluidas a la mitad,
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Relnert (1969)

Los iaét;o:es que-inducen-1

en plantas ,Sod_
sigulentes:
a)ELl  genotipo  -vegétaly "y

respuesta diferente al ser cultivadoib

£in .

c)Los componentes del medio de”’.cujv‘.L v

han sido catalopgados como factores: esenc

formacidn de eambriones somiticos. :

una respuesta diferente para cada especie. ;
e)En el caso de embriogendsis su-stigg indireéta i; édad. dél
callo es i1mportante, esto es porque  se ha 'obsérQadu que. el
potencial eambriogdénico se pierde con el tieqpo. pero édenés se  da
.un cambio en los niveles de ploidia que puede deberse a la
presencia de auxinas y como es de  suponerse esto tiene una

congecuencia importiante al final del cultave.

28




5.4.4.Caracteristicas morfoldgicas -y 'citodu!-lcas'

embriogenédsis som$tica.

Se considera que son dos eventos,,crft

1nvolucrados en la programacidn de este:proc

preeabriogénicas.
2Z}El desenlace - de la :

células .

agregados de cdlulas enbriogénlééé las
abundante cuando es transferido a un >
agregados coaienzan a mostrar un desarrollo aéincf&ﬁl;o Tde
enbriones y cada uno de estos embriones pasars ‘por, las -etapas
secuenclales de desarrollo propias de un eabridén somitico, (Figura 5).

Las c#lulas embriogénicas se caracter{zan por un citoplasma
Buy denso, granos de almiddn muy abundantes y un nfcleo 4que se
pPuede decir que eg relativamente grande y difuso, en el naucleolo
se tifie intensamente.A Lravés de colorantes se sabe también que
asltag cSlulas tienen altas concentraciones de protel{nas y de RNA.

Sae ha observado 2n agregados emsbriogénicos de zanahoria una
mayor cantidad de granos de almidSn enslds células que estin en la
superficie.Adenss el nicleo de estas células se encuentra  rodeado
de vacuolas peyueRas, ¥ 81 se compara con las células internas,
estas presentan vacuolas centrales. En este Ltipo de cultivo

también se ha registrado elevada actividad enzimitica.
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1Las_;éiuia;’supérficihléé priesentan cierL; uniformidad y,eétb
es deﬂido a ;a 'présunci; der plasmodesmos .Las  mitucondriast s0U
ovales y los d;ct;usbnas compaclos. Tambidn se han  observado
cuerpos multavesfculares dentro del citoplasma ¥y con frngenciafén
la periteria de las cflulas guardando una asociacidn suy 'gstfeché,f

con los plasmodesmos.las divaslones aitSticas se. presentan con

aenos frecuencia, o no se dan, en las cflulas  internas

vacuoladas.

la periferia de lon agregados de 1liso a

ondulaciones surgen a partir de una actaiva iprolifé?acién

células superficlaled, las cuales sSe rigen .ﬁof —,ﬁn';
caracterfstico de segmentacidn. La formacis$n dél embridn sﬁnéticd'
es un proceso qgue continda después de esta proliferacisdn, Tanblﬁn‘
ocurren ciertos cambios ultraestructurales, part;cularmenteren lag
células superficiales.Hay un incremento en el ndmero de hileras de
retfculo endoplfissicu y de ribosoaas hacra los &ngulos del plano
de divisidn celular.Los dictiosomas se hacen m3s numerosos y menos
compdclos. Mientras yue las mitocondrias contindan presentes. Los
cuerpos multivesiculares se presentan en la periferia de las
cflulas, en su citoplasma y en las vacuolas. S ha  observado que
no existen cuerpos lipfdicos en eabriones somfticos jovenes, por
lo cual es posible que extas wmoldculas no esten directamente
implicadas en el proceso de eabriogenfsis somftica {(Stereet, 1974).
En esla especle se han observado Brupos celulares

caracter{sticos de no mas de cuatro células,lo cual sugiere que el
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origen del eabridén sositico es unxcelﬁlar; sin eib@rgb'aﬁn no esta’
bien determinado si el origen es uni o plhricelular{ ‘ o
Los eabriones somlticos presentan diferenciacidn interna de
tejidos. El eabridn globular desarrolla una epidermis claramente
definida cuyas coflulas contienen amiloplastos. En la elLapa
globular madura el eabridn somitico es muy parecido a un eabridn
cigdtico tanto en su morfologfia como en su anatomfa.

Como se puede ver el proceso de embriogendsis sosStica es
altamente complejo y muy diffcil de caracterizar, se puede decif
que ha sido casi definido en su totalidad en zanahortia,sin esbargo .
e olrab especles adends de que han sido suy pocos losrayaﬂces. no
se ha podido definir bien un protocolo que  nos perqita obtenef
resultados sl-lla;es'a los de =zanahoria, s;epdq este el caso. de

malz .

S.S;Enbriogenééisreh éérea;es.eépecialiénte Zea mays L..

LA mayorfa de las especies de plantas que. pertenecen a las
gramineas pueden ser propagadas in vitro, sin embargo pocos son
1los genotipos de estas plantas que responden® favorablesente para

que se dé el procese de morfopgendsis.

. Norstong, K.(1970). fue el primero en inducir la formacidh de
embriones somiticos a través del cultivo de embriones inmaduros de
cebada; #in embargo estos embriocides no fueron capaces de
desarrollarse hasta plantas cospletas. As{ en cuanto a la
oblencr®n de embriovnes somiticos, se ha Jlogrado obtener callos

embriogénicos a pgrear de embriones 1nmaduros, inflorecencias y
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holas ~primarias’

vasil,K. (1982}

En elbrionéS‘ nmaduroside’lo

e forman’: a vtfavéu
del eséuteib. iuy' er

En cultivos’ de Jntloreceuclds»‘

cirertas regxones 1Y lasr
capas super[iciales.

En . hojas JGQenes;
(formacidn de callo) es ehziajé ra

con el medio de cultivo.

Generalmente en  gramineas el ‘terdo maduro 10 :paui
completamente diferenciado no es capaz de presentar -la - formacidn'
de brotes y =mucho menosde cultivos easbriogénicos (Vasil,igéﬁf.
Esta respuesta se piensa gue es debido a:

a)Al darse una especializaci$n de las cf€lulas para for-db
parte de un tejido maduro, se produce un camsbio epigenético
irreversible. '

b}Al tratarse de un cambio irreversible (naduracién) no_ se

puede dar la expres:én del potencial morfogendtico.

Ocupfndonos exclusivamente del mafz; desde: los :prlierosr
experimentos de Green y Phillips (1975), un gran ndmero de autores
han reportado la generacidSn de plantas a partir de cultive de

tejidos de Jdiferentes lineas de mafz, via esbriogendsis somStica.

Green y Phillips, (1975}, obtienen callos con capacidad
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ior[qgenét1éa a par;xr de  escutelo " de  embriones  inmaduros del
nf brido E—iﬁé; los cuales se extrajeron despdes de los 14 dfas de
lakb§llnxzac16n.

tos callos se iniciaron y mantuvieron en un medio de cultivo
que contenla los compuestos inorginicos del medio MS, vitaminas y
aminoicidos del medio de Straus, 20 g/l de sacarosa, 8 g/l de agar
Y 2 mg/l de 2,4-0 por 30 dlas y finalmente pasaroh a un medio sin
2,4-D. De los embriones obtenidos se Cormaronh algunas plantas, las

cuales al pasar a suelo, solo un 15 % crecieron norsalmente.

Lu ¥y colabeoradores (1982), reporta por primera vez
enbriogendsis somdtica a partir de cultivos de callos obtenidos de
embrionies inmaduros de la variedad Silver Gueen en wsedio M5,
adicinado con 0.5 mg/l de 2,4-D y 12 X de sacarosa.

Green {(1982), abservo el desarrollo de esabriones somiticos en
cultivos de callos de la linea A~188, aclarando que 1los callos
empleados con este f[in eran friables. AdemS$s emplea 6 R de
gacarosa en el medio de cultivo con el (fin de incresentar la
osmolaridad en el medio de cultivo e inducir mis la forsacidsn de
embriones somdticos.

vasil en 1983, habla de aspecios lieportantes para el
mejoramiento de la esbriogendsis somftica y la regeneracidn de
plantas de mafz bajo condiciones in witro. En este trabajo ya se
habla de la rsportancia del emploeo  de concealrucioncs  allas  do
sacarosa a1 anicio del cultivo para la  1nduccién de caltos
embriogémcos y Lasbadn 1a mecesidad de dismanuir sy
concentraci®n cop vl fin de peraitir Jla maduraci®n de los

eabriocides tormados, qademss, discute porgud el genotipo es  un
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partir . ‘de eabriones inmaduros, solo “que “en “es

réferencia a la preselncira de un callo frisble y ;Lr

de visla, entre los afy importantes se encuentran:
Radojévic, (1985) obtiene callos embriogénicos: -a partir de:
emvriones inmadurevs de wmafz, los cuales siembra en  medio - MS
adicionado de altas concentraciones de 2,4-D (5-10 mgrsl) y
kinetina.Ademds realiza un anilisis histolégico de sus qultivos y
observa que existen variaes capas de cSlulas meristenégicdsr en ig, )
superficie. En este trabajo se llega a obtener plantas médurés con

seaillas a partir de los embrioides formados.

Lowe, (1985)obtiene callos tambifn a partir de esbriones
wnmaduros, los cuales siembra en medio MS con 0.5 ag/l de 2.,4-D .y
12 % de sacarosa, reperta que con este tratamiento logrs$ tener un
callo sumsamente compacto (callo tipo 1) ,para seabrar estos callos
la wacarosa sge reduce o 2 % Asf se logra obtener
embrioides y posteriormente plantas completas a partir de callos
que tienen una edad de 2 afius.FEn dicho Lrabagjo se plantea cué]'us :
el aspecto de un callo embriog€nico determinando gque. puede _ser
de dos formas

a)Callo friable y de crecimiento ripido

b}Callo compacto y de apariencia ausilaginosa
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En ambos Casos S& obLUVIEron’ eMLrIUIdeS gud dlerou lukar & plentas

completas misEas gue Llegarbu,a:larnadurezlf

Tomes, (1985) sé enbarga éel‘estudiu de " la iufluendia del
renotipo en la indﬁccxdn de callos eabriogénicos en germoplasma de
malz elite, en este trabajo es donde realpente se habla de la
existencia dé dos tipos de callos embriogénicos, los cuales se
definen de la sigurtente forsa:

Callo tipo I: Firme, compacto, pequefio y de creclimiento muy

lento, a veces de apariencia mustilaginosa.

Callo tipo 1I:Sumamente friable, de crecimiento rdpido. 'y en
cuya superficie se dJdefinen claéa-ehte log

eabriones somfticos.

AdemSs este autor realiza upa coaparacidén en la respuesta
embriogdnics ¥y ¢l parentesco que existe enlre 1los  genotipos,
concluyendo que dicho parentesco es msuy inpourtante en la capacidacd

de formar calloa eabriog$nicos.

Kamo, (1985) trabaja con el hibrido A-188, siembra esbriones
anmaduros en medio No en obsreuridad constante, obteniendo un callo
embriogénico tipo 11 (friable). La maduracién de los eabriones
sositicos oblenidos se dié al transferir estos cultivos al msisko
msedio adicionado de 6 X de sacarosa y min la presencia de 2,4-D. Se
obtuvieron plantas completas, las cuales llegaron hasta la madurez
presentando un fenotipo normsal.

Arastrong y Green, 11985)obtienen un callo esbriogénico
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Nz_una concentrucidn’de e

“ observando: que’-latadl ._"L-Si

la‘ frecuencia ‘de . embriones: som$

_k{;’st:dv' la ne‘ivdurez Sy \s'dlku‘
Vnérl ol g;éaqev;lte ‘y contenf an’ k, uhi p’&lén
'plallt;as: obtenidas el 77 % fuerdn” ca;;;c
A&gmﬁé e Llega a defiuir quez:

: a)la adicidn de L-prolina tncrementa

esabriogénicos tipo Id

trene mucho dxito.

Dunci_m {1985}, Lrabaja con ulna gral cap.ti_&z::d 1 ‘gei;:ot‘:ipou' de "

maf e {2024}, lorwula toda una serie de medios érnblga:xdb‘ Como’, base '

la composici®n de los medios MS,Ns,Bs y RT; . .a L £ude Igs .cuales

¢ruzay. -{ formacisn

logra obtener plantas completas y aumentar por

de hibridos) la produccidn.

Un aspecto importante que gse concluye de  esle: tiébajq‘ es . que

a6




axisten {initécignesﬁgenéixéés b;ra;iakfggenéraéién;de'blantas por
lo cpal elrger-Qplas-a puéua ser afeétdﬁu'seQErénehte bur dichas
li-xLénLeQ.

Al affo s1gulente (1987), el mismo autor publica un tLrabajo en
el que trata de explicar como es que puede darse la acumulacidn de
L-prolina en el medic de cultivo, determinando gque &sta es
importante porque hace tolerantes a les cultivos de malz a4 bajas
temperaturas. Ademis trata de explicar como es que puede afectar
esa tolerancia al proceso de regeneracién. En este trabajo se
utilizan los hfbridos B-37wx, H-99 y Mo-17 en las que la
acumulacidn de L-prolina en el cultivo se ilkduce con una
combinacidn de mannitol (0.53 M) y ABA (0.1 aM). Ademas de Duncan,
surgen otros autores que tratan de buscar otras alternativas para
la regeneracidn de mafz, es entonces como en este aismo  aflu  se
publica lo siguiente:

Conger y Novak, {1987) obtienen a partixz de segmentos de hojea
colocados en medio SH, callos eesbriogfnicos o bien eabriones
som&ticos. Al hacer un estudio histoldgico de 8uz cultivos,
observan que los eabrioides surgen directamente del explante,
posteriormente provocan la germinacién de estos, incrementando la

concentracidn de sacarosa al 6 2.

Novak, {1987 )obtiene embriones somiticos de lineas hibridas 'y
esta respuesta la compara con la variabilidad genética de las
miumays, la cual es inducida por radiaciones gama. Observando que

la variacidn es mayor en las semxllas irradiadas.

Kamo (1987), reporta por primera vez la formacién de callos:
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provocando de esta Ior-a que se” pre:,em.en nbrxones sonitxcos cen

“dos cultives. Trabaja con mafz aLLLe enpleando enbr.l.unes 1nndduros

Jlos cuales sieabra e medio NS, ddxcxo o por sepdredo de: Sl
a}2,4-D en un rango de 5- 20)4!1

L)Scido Lencorco

c)fecrdo abscisico

(.allou ige “Cpregentan.

Lo que obtiene es que fos ne;or;es

tratamientos con 2,4-D. Los altod

ung concentracasn basa d(-.- a\:}(

existe un efecto similar . cuanq

cuitivo, para tal cast},léiiﬂe

fue de 0.5« H.

Comu se  puede avances

luportantes para la (’égeg 1o cual

peraite Lener una v1$1!.<lllm{s_j 4 aceruq:uﬁla problealtica que




1mplica el proceso de eabriogfoesis somftica en mafz.

Durante los siguicntes aftos han ido burgxcndo publ cauloueb

Je erbdjo; en donde se reports la regeneracidn de . pld“tds ~tanto
por organogenssis como por eabriogendsis  somatica,’ ast entonces
tenemos que ya se reporta la obtencidn de plantas conpletas a
partir de protoplastos (Rhodes,19848; Priol: and Shilllco.1989).

los cuales fueron aislados Jde callos esbriogédnicos.

En nuestro pals se iniciaron tambidn esfuerzos por obtener

cultivos celulares de maflz, con capacidad de rediferenciacisn

enplean’q;a ‘para’ ‘ello var;ledades comerclales importantespara el
15 s de'. Jimsnes  y  colaboradores reportan el
yr‘del Scado - (2-metily, 4-clora
la  anduceidn de callo a
'lf.i.pds de explantes ( eambrifn maduro,
2 cultivados en medio MS; lo
que perss lleg& a detexuundr fue que el mecoprop puede suplar
convgrand’u vent:a_]as al-2,4-D tanto en la induccidn como en el
mantenimsiento de_los,caﬁlos ‘‘a partir de embriones maduros
(S-"nchez eb dal, 1931). 'asf nusmd obscrvaron dque el enpleo der
ciLnetlna en una cuncenLr CLén mayor de 0.5 ng/1l inhibe 1lia

Lormu.uSu del LaLlo;'v' eaLableu;eron taabién que el empleo del

de

un buen

enbrafy de s€millay’ maduras. presenta porcentale

respuesta entr
En - los’ )




en ¢l estahtccamients | ode s feN condaciones Tdd U cultivo

 para La redil’eréilai;qléln de slyl‘u,s' NUes. e 19687 rdports’. La

preseseis de¢  nuReronas | estructuras embrivides, ‘a

partir de cultivos de ctallos ‘de CTaRpEne -1

santentdos en medio  MS minando " 1a presencia
de reguladores de crecimiento ;) exfgenos ‘incrementando. . la

concentracidn de sacarogsa’ mencionar que ya &u up

reporte previo {(Siuchez ‘@ ‘¢uenta - con alpunas
evidencias que indican uny : al: s sorfogendtico de
los cultivos y Jlal s presencia de

meristenoides.

Des'de'los prinefos repor

que ‘el tipo de expiante ms '})Aré'la' nduccifn dé callo

enhrxogéluco ey e.l. enbr t5n llm.sduro. yd que: se ha viste que ey

este se obtiene le nejor re.spuestd. sin ’ embargo tasbién se -han
repuru:da éxxto

Sém.lu_a eL

(Naug,lgu Lgéii y 1988} o bilen a pariir de hojas

lCouger. 1987). et los casos ‘en 1os yue se reporta la reguleracusn

a pdrtu‘ de protoplastus. estus han sido atslados de culclvo/s» de :

gallos gue [uerun Juduc_xdob i partir de embriones umadux'uzi‘~
Se han discutido alguuus razones acerca de la Ll\bdpdblddd quess bant
aostrado l;e.jldos con alto nivel de  Jdiferenciacidn  para prod‘uclrr
callos embriogénicoes, encontréndusae que en el caso del mes'!g‘k'ilof de;
hojas, las c$lulag se encuentran Jetenidas en la fase G y.'que l!y./sn;"
sido incapaces de resyoudef bayo condiciones Lg'rvi’;j'r'o p;t;arrlrlarsa‘r'a
la tase S & iniciar. la divisidan Qﬁluldr‘ {Wang et al. 1989);‘

Lanbiidn se ha propuesto  que . esla  incapacidad puede | estar

490

sobre morfogendsia  se ha dicho .

del” ‘Gapleo  de embriotes — maduros -




reldaclonada. cou la pSrdida de  DNA “como ’ consecuencia  de una
diferenciacidn mrevea (Halperin, 1986).

TamL1€n es amplismente reconocida el alto nivel de
variabilidad en la respuesta que muestran los diferentes genotipos
y de hecho se ha generalizado cada vez ads la fdea de que dicha
variacidn tiene bases pgendSticas, es decir, que la capacidad
morfogenética v el desarrollo de los callos estf determinada por
uno o mds alelos dentro del genoma.

Otro aspecto importante y que no ha sido tomado en cuenta con
atencidn es el papel que Juega la  interaccidn entre genotipos

especificos vy el medio ambiente donde se encueniren las plantas

proveedoras de explantes, de hecho Tomes en 1985 ya reporta,.queﬂ

dicha 1nteraccidn interviene en - la  trecuencia de induccidn de:

callos tipo 1I. . i . B =

En cuantlo al contenido de hormonas en el aedio de cultivoe, que

ha sido cbnsideraﬁo el factor mis importante en otras especies,
para mafz se ha observado que la mejor respuesta para la induccidn
de callo se obtiene con el empleo de 2,4-D como auxina, en
comparacién con AIA y ANA (Green et al 1984), aungue tasbién se
ha propuesto el emples del MCPP (Sanchez et al,1981) o dicamba
(Duncan et al,1985).Por otra parte, de acuerdo a las
publicaciones anleriorsente anfilizadas, es claro que la
disminucién de los nlveles de auxina © su  elisinacidn por
completo, provoca la foraacidén de eabriones gomiticos, es
decir, se desencadena el eveato mortogensStico. B S
Durante aucho trempo se ha aceptado talﬁién que cen yla

regeneracidn de malz las citocitnnas Ho Juegan un’ papel  muy



importantie -y - mis. caln  seé _les L ha au-u;uidu u.ex'

1inhibicidn para la iur-az.y*n de -.,dllu (&fncheL ‘et al, 1979). ‘VsAxn

en 1988, el cual se encuen:ra adicionado/ de
{citocining),

regenaracidn.

anto a’los requerl-.{entos de: Nirti'égenb, i s’é “han* tenido

bx‘é‘sui}:a;los‘ favorables en medio HS ¥ en Nz a pesar que enLi-e ”anbuu 7
eaéis:tie una ﬁotable diferencia en el balance entre NO3/NH+, que eu
deiy 7 respectivamente.Con el empleo de asparagina y L-prolinae
se ha logrado un mejoramiento para la formacifn de callo Ltipo
11, mientras que el empleo de glutamina (ampliamente utilizado en
Lotras especies)no Liene ningun efeclo o bien presenta un  efeclo
1nhibitorio y esto ha 2i1do reportado por Tomes en 19850
La posiLilidad de definir ulb mexdio que resulle adecuado  para
1a mayorfa de los genotipos ha sido sobllvo de {nteres, as{  Duncan
por ejemplo en 1985 elasbora Loda una serie de medios de culbivoe
que le permiten detimr un medio “adecuado™al cual denomins  medio -

“D" logrando con dicho medio producir callos regenerables de 196

genotipos diferentes de mafz.

También se ha observado que existe una - pirdida‘. ‘en la
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L hLo enocallos - comu - en  cullivos - en

epbendiendo  del  genotiboe  (Green,  198%;

o . ¢ual . se recomienda elecuar una continua
100 de’ callo eabriogd$nico, elisinando el callo no

8 subcultivos, esto es muy  importante  ya o

11,1987; Tomes,1985).

’Paba‘el éstableclmientu de cultivos en suspensidn, es8 =suy

portante 1ograr cdlloa earbrivgénicos tipv 11, va que de esta

zorna las suspensiones pueden ser mis finas (Vasi},1906), ademis
1as c&lulas santienen por a%s tieapo la capacidad morfogendtica.
’Elbl 198Y Raymond reporta le regeneracidn de plantas fértiles a
partir de un hibrado elite de malz. En este trabajo los callos gque
se obtienen de embriones inmaduros son friables ¥y en ningdn  caso
son  muckilagtnosos, de estos callos se establece el cultivo
eabriogfuico en  suspensidn., El  callo se induce on medio
MS adicaonado de 0.5 mg/l de 2,4-D ¥y 12 X de pacarosa, doy
sesanas despuds de Ja slesbra, los callos se suboeultivan en nedio
Bs adicionado de 0.5 g/l de 2,4-D Y 2 A de: gsbaroid,
posterior{ante se colocan €n amedio No con 2 mg/l de 2,4-Dy 3 % de
sacarvsa; pdara establecer el cultive en suspensisdn se eaplea este
mren0 medlo. Log cullbivos se agitan a 120 cpa, en  obscuridad
constante a 2/ C 3 bajo estus condiciones se  aislan Jema
protoplastos mismos yue f{orman peguelios callow, los cuales  de
playuean para ta regeneracifn de plantas en sedio Na adicionado de

10 mg/l de Rineting y 0.25 mg/l de 2,4-0. Dos semanas desples se



reproductivas .

Rec.l‘;entelenl:re en 1990, Gordoen Feporta ‘yd  La
células de mafz y la tormacisn dé‘ plgnLas'\trynsgﬁhl ak
fértiles; los callos Llipo (I ‘eup;lea;.lps“ fen ]
obtuvieron de emuriohes lumaduros de pléni.ak ubt

Jdicionado

Cruzas A-188 x B73 y A-186 x BH4, seabrados si ne:{uoiNa';
de 1 mg/l de 2, ,4-D. Para el cultivo en suspensltSl.) ,&élea él “n'ledxu
MS con la misma concentracidh de auxiha y es. en  este tapo  de
cultivo en el gque las cdlulas eabriogfnicas. ’ son transformadas
gendticanente; posteriormente se plaquean 103_(;-’:’110::1 que s f(.;rnuln
en el medio quundo en wedlo MS adicionudoe de 0.25 mpsl de 2,4-D ¥
10.0 mg/l de BAP, durante dos semanas, al termino de las cuales se
coloca en el mismo medio perv sin reguladores de - creciamiento. Al
1gual que los trabajos anteriores de cultivo én suspensidn, las

plantas llegan a la madurez sin presentar algdn problema.

Como aes Jde notarse, ya en los Gk.lt.u-ovs IdQS aﬁog, we ’t;un'
logrado avances relevantes para obtener qn‘¢ul.tiv6: enh:riogéru.(:q en
suspensidh del cual se oblengan plantas cd-p’]‘.’et‘us" y 'l.;ultz‘:u ‘.uvem,»:
Lfertiles siu presentsyr aiigdn problema. Sx}nkenb;x-gd‘lu‘s . g;.;'m:‘t‘ipus’t»

de los cuales se ha obtenido ia respuesta t

o de., é-briogenésxu

como de regeneracidn, han sido auy especificos, ¥ ;;\unque esle

ditimo autor plantea que su  protocolo :pugde CHer' un  sistema
reproducible para la regensracién de planlasg transgénicas de safz,

eslo tendrs que probarse pues como es sabido en cullive deé tedidos
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vegelales los’ getiolipos de esta  especie responden. de’ diferente

fForma:

En 1989, Moustaff propone un sftodo que resulta isportante
como un marcador de la respuesta sorfogendtica, este autor reporta
una correlacisn si1gnificativa entre la capacidad de morfogendsis y
la reduccién de MnOd a MnOz por los callos de mafz 1o cual permite
enplear la reduccidn del permanganbalo como ensayo en ta capacidad

de regeneracién.

Finalmente, hay que mencionar que existe un gran iaterés por
coaprender cuales son los factores que van a determinar 1la
respuesta morfogensticsa. A pesar de no ser un sistema fﬁcil, el
cultivo in vitro de wmafz , ha sido aprovechado en la investigacidn
bisica en la citologf{a (Bafiza et al,1989), diferenciacidn celular'
{Sinchez et al, 1988), metabolismo, atc..¥Y as{i de esta  forma 1ir
aclarando como son los mecanismos a través de  los cuales se  va

dando este proceso morfogendtico.
5.6. Efecto del Nitrato de plata en la Embriogendsis somitica

En los Gliimos akos se ha empelado el nitrato de plata para
incrementar la respuesta de morfogendsis en los cultivos de malz.
Uno de los primeros reportes fue el de Songstad y colaboradores en
1988_En este Lrabajo se deteraina la influencia del etilenc en el
crecimiento de los callos y la regeneracin de plantas. Asy
tambi€n analiza el efecto antagdnico yue tienen sobre este

compuesto la presencia en el medio de cultivo de nitrato de plata
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¥ el norvorunddieno. Para esto los du\.ureb AR uua_)au -

fimaduros_de los hibridos Pa9l y H99, los cuales se colocaruni;
Tun - wedio que4 denohinan o (Duncan el al 198b)."éo : ,

-gcronutrxeuLes del Nz, micrunutrlenLes del HZ,VV1La;inaQ del;:
nedio RT‘ dicamba 15 H, L-prolina 12 mM, nldrolxzado de caheina
500 ng/i,‘KNcB'ze mM, tiamina 1.1 H. pacarosa ' 6 % ¥ glucoua
E;eqM.L'()s cu‘lt;i,vosi‘ se incuban por 21 dlfas en obscuridad constdnte

a 28°7C, ‘los callos obLlenidos se mantienen en wmedio " “D" a

través de resjiembras cada cuairo semanas.

La relevancia de esta publicacidn radica en que por primera
vez se plantea la utilizacidn de nitralo de plata y norbornadieno
para incresentar la capacidad morfogenftica en callos de mafz,
ambos compueslos actdan como antagonistas para la accifsn del
etileno, asf se determind que a concentraciones de 250 M M de
norbornadieno o bien 100, M de AgNO3, se incrementa hauta 12
veces la capacidad de morfogendsis en los callos. Esta actividad
inhibitoria que tiene el etileno fue corroborada al adicionar en
2l medio de cultivo Scido 1-aminociclopropano l-carboxf{lo (ACC) en
una concentraciétn de 1.0 mM, este Acido es un precursor del
aetileno y por lo tanto la produccif®n de dicho gas se increnent;,
observindose la inhibicidn  tanto del crecimiento como de 1la
respuesta morfogenética del cultivo.

Duncan en el mismo alo, publica un tlrabaio en el cuasl obtiene
un mejoramiento en la regeneracién de plantas a partir de callos
de mafz, al adiciounar al medio 3.9 mp/l de BAP durante un periédo
de 3-6 dfas (Dun@an.lgea). El incremento en la regeneracidn fue

,signlfiCAt;vq ya ' ‘yue -los = callos se trataron previamente con
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AgNOz Esto.lleva al méximo el nlmero de plantas regeneradas por
gramo de callo, es decir,.,se logra un incresmento de un 113 % a un

148 % ..

En 1989 Vain, determina también que existe un mejoramiento en
la produccidn y regeneraci®n de callos embriogénicos tipo II de
maf 2, provocado por el empleo de AgNO2, Al  adicionar este
compuesto en los callos se induce la habilidad de regeneracién sin
afectar el aspecto morfoldégico de los mismos, ademis no se detectd

la presencia de etileno en los primeros 18 dfas del cultivo.
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6.~ DLSENO EXPERIMENTAL -

Para la’ realizauiéu .del p:~eselite Lralmjo experxnentul

disend un prutoculu que consta de vax-.\.as et.apas

En’ la primera etapa se contempla E ‘lé‘ <

partir de eabriones maduros de Las‘b'_\ia‘r'j.beydédrés vS-22 H-135 iy

Chalquefio en dos medios de cultive (adicionados . de: 4 ug/]‘ d‘e
MCPP ) que son R: (medio basal modificado por Séncyhez et . al;
1988) ¥y N64(medio basal Chu eL al, 1975). él cailo primario
(obtenido del eabridn maduro) se obtiene cuatro semanas despuds
de iniciado el cultivo, as! se procede a realizar la primera

resiembra en medio R).y N6l ( los hismus medios con 2me/l  dJde

MCPP) .Quince dt as después se hace una segunda resieabra en . el
Bismo" medio. "

. iLav é’ég\inda etapa consisle en probar el efecto de AgNO2 en  la
,,enbrriogeééréxsja'u’éxual por lo que al termiuvar el periodo de . la
61';;1na 'resielbra:nencionada se selecciona el callo m&s compacto vy
se ycolocé en medio R: y N6: el cual conliene AgNO2 en una
'qoncenLracxén de 10 mg/l, 6 % de sacarosa y 1mg/l de 2,4-D;en este
medio los cultivos permanecerin por cuatro semanas al final de las
cuales los cultivos se colocan en medio Ro.3 y Nbébo.s Lambidn
adicionado de 10 mg/1l de AgNU3s g=lo que aqul la  sacarotsa  y .el’
2,4-D sge reducen a la mitad, es decir,3 % ¥y 0.5 pg/l‘

Lro’

respectivamente. La duracidn de esta etapa igualne;lte [ d‘ér cui

semanas.

Posteriormenle en’ la ter cera eLu[:d B

lornm..u n-de ;-brnondes . seabrando pequei‘a
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enbflcgéuxcu en cajas de petri, empleando Lanto el medio R como el
Nob y probar el efecto del ABA (Scido abscisfco).En esta parte del
Lrabajo, se hace una divisidén de los callos en aabos medios y de
esta forma se tiene un grupo "A" y un grupo "B"”. As{ el medio de
un grupo (A) contendrsd 0.1 M de ABA y el siguiente grupo (B)
careceri de este;en ambos casos la sacarosa se mantiene al 3 4y
la duracidn de este cultivo es de cuatro semanas.al final del
perirodo sigue una segunda resienbra en cajas de petri en el que
cada uno de los dos grupos se divide nuevamente en dos (grupo A =
A' y A" ; B= B'y B")debido a que ahora se pretende averiguar el
efecto del GAz (3cido giberflico).Por cousiguiente una parte de
los cultivos del grupo A Be colocan en un medio adicionado de b.S
" mg/l de GA3 y la otra parte en un medio que carece totalmente de

fitorreguladores.

Finalmente en la dltima etapa se prelende provocar la
germinacitn de las posibles estructuras esbriogsSnicas.Para tal

efecto se plantea emplear el medio EMB,{(Reinert and Yeoman,1982).

Con el fin de determinar cual es el itratamiento en el que van - a
formarse las estructuras embriog$nicas, se anexa a este trabajo un
analisas microscdpaco de los cullaivos obtenidos al final  del

experimento.
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L “Chalquefio
“Variedades | VS-22

. Liduccién de’ callo H-135
Primera . 5 Ty
etapa’ : Medios de Ha
4 semanas cultivo Nos
Produccidn Primera resieabra Medios de "Rz
cultivo Noz2
de
2 semanas
callo Segunda resaieambra
2 semanas
ABNO3 10 ag/l
Medlo adicionado 6% de sacarosa
Segunda (R1 ¥ N6s) 1.0 mgg/l de 2,4-D
etapa
4 semanas
Induccisdn AENO3 10 mg/l
Hedio adicionado 3 X de sacarosa
de (Ro.5 ¥ Néo.s} 0.5 mg/l de 2,4-D
embriogendsis
4 semanas .
0.1 "M de ABA
A l 3% de sacarosa
Tercera + Sin;ABA» )
etapa . .3:% de sacarosa
Haduracidn 0.5 eg/l de GAa
3 % de sacarosa
de E .
B 5in GAs
embrioides 3 X de sacarosa
B 0.5 rg/l de GA3
l 3 R de sacarosa
B" Sin GAa
l 4 %X de sacarosa
L 2 siembra en cajas Petri Germinaci®n de
Cuarta 7 B SR ; . enbrioxdes
etapa {medio EMB) )
Germinacisn 4 semanas k

ANALISIS HISTOLUGICO
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7.~ METODOLOGILAS

7.iivbbténcxén del material biolfgico

Se utilizaron enmbriones maduros provenientes de las
variedades VS-22 yH-13S5, mpismas que f{ueron proporcionadas por
PRONASE, lo cual perm:itid que al menos dos de las tres variedades
que se eamplearon en este trabajo estuvieran certificadas.
También se emplearon eabriones de la variedad Chalquefio, la cual

se trajo directamente de la regidn de Chalco donde se produce.

Los easbriones colocados en el medio de cultivo estuvieron
cospletos, tal como se muestra en la figura 4. Egto es porque la
formacisn de callo resulta m$s favorable cuando el escutelo se
encuentra presente y en contacto con el wedio de cultivo
{Radjevic,1984; Armstrong y Green, 1985 :SAnchez,1988) . Cada
embrifn  despuds &e ser disectado de la semilla se limpiua
perfectamente, es decir, se eliminaron por completo los residuos
de endospermo, el pericarpio y el pedicelo,as{ de esta forma el
material bioldSgico queda listo para someterse al tratamiento de

desinfestacidn.

7.2. Tratamiento de desinfestacidn
De todos los tratamientos probados {tabla 2),se determind

aplicar los siguientes:

‘a) Para la variedad VS-22 y H-135, se da una hora de remojo
©n agua corriente con recagbio constante de ésta, en seguida se
——7procedé a trébajar bajo condiciones asépticas por lo cual se

distribuye el material bioldgico en matraces Erlenmeyer
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(estérlles). colocendo 100 erbriones en cada uno. Se dgregau SO nl"

de una soluc;én de etanol al 70 % durante 30 segundos, al cabc de

Los cuales se decantu ¥y se agraga . hipoclorito 'de sodlo al 10 X

durante 18 gxnutos. se decanta. esta solucién y se dan’ cuatro

anuagues”con

gua- desionizada wstiril, finalmente los eabricnes
g ~

‘he colocan an cajas de Petri paraq ser seabrados en el sedio de

culevo respesl;vo.

bJPara la variedad Chalguerdio, se emplea el mismo
procedimiento que para las variedades anteriores hasta llegar al
paso de los cuatro enjuagues, sS0lo yue para este malz despufs  de
los enjuagues se agrega una solucisSn de cloranfenicol de 30 g/ml
y se mantiense en agitacifn constante durante 30 minutos,
finalmente se decanta la molucidn de aatibidtico y se procede a la -

slembra dJde los embriones.

7.3. Preparacién y caracterizacidn de los medios de,cultivo

a)Preparaci®n o RS
Para facilitar la preparaqiéh,de loﬁ‘nedios de | cultivo, wse
elaboran soluciones “stock" de “dos ' 'diferentes’’ compuestos uue

Lconstituyén a estos medios, tal como  #e™ véu las tablas

sas‘ B

- Para preparar un litro de nedlo j'(SSnchez et al, 1981}, en
un vaso de precipitados se aﬁade una'cautidaq determinada de agua

desjiondszada {volumen conocido) la cual se uantiene en agitacidn

constante a través de una barra udgnética Y una- parrillar4c5n

agitacidn; el amotivo de dicha’ égltdclﬁn es’ que  la mezcla o sea
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homogenea 'y asfr{dervesta forma evilar precipitaciones. al. ir

agregando laa‘soluciones stock, mismas que se adicionan de  la

manera siguiente:. .

Solucidn’® =l/1
A 10
B 50
‘© 10
D’ 10
E 10
F #10

G 1
H s
T s
3 5°
K 2

Saéarq’sa 30 g).l

" Hidrolizado de casefna 200 ng/l

Reguladores de crecimiento (dependiendo de la etapa ) )

Ajustar el pH del medio a 5.8 con una solucidn de HCl 0.1 N 6 KOH
0.1 N.

Se completa el volumen en un matraz aforade de un litro.

Una vez aforado el medio de cultivo, se vacfa de nuevo al vaso de
precipitados y se agregan 8 g de agar, se tapa con papel aluninio

v manteniendolo en agitacidn constante se deia calentar hasta que
el agar se disuelva por completo, sin pernitir que el medio de

cultivo hierva.
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Para preparar un litro de wmedio N§ (Chu et al,1975), se
“aBaden igualpente las soluciones stock a una cantidad conocida  de

. agua desionizada los volumenes que se affaden son loa siguientes:

Solucidn stock ml/1
1 10
2 100
3 10
4 10
¥ (MS) 10
H (MS) ~ -
I (MS) s
J (MS) 5
K (MS) 2.

Sacarosa 30 g/l

Hidrolizado de caselna 200 mg/l

Ajustar pH a 5.8

Aforar a un litro

Agregar 8 g de agar y calentar hasta. qu e:,diauelva' por

completo sin dejar hervir.

tinalmente para apbos casos &1 hedio de culiivo 'se vacia en
frascos gerber en allcuotas de 25 nml, VesLos frascos se sellan
con tapas de plistico.Una vez terminada la preparacidén del medio
de cultivo, s=e esteriliza en agtoclave a 121 ‘c y 1.% libras de

presidén  durante 15 minutos.
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Para . preparar uh litro de wedio EMB (Reinert and
“Yeomam, 1982),.. . se  adiciona a wuna cantidad conocida de agua

'desiouiZada las  giguientes cantidades de las soluciones stock:

‘Solucidn stock ml/1
2 1.35
b 10
c 10
o 10
e 190
10
-3 10
Cih

et

Sacarosa 30 g/}

Ajustar pH a 5.8

Completar el volumen en un matrarz aforado, posterioraente se
agregan B g dJde agar,se deja calentar hasta que 4ste se disuelva
por completo sin dejar hervir; finalmente se distribuye en
patraces Erlenmeyer para esterilizarse.Una vez estéril el medio
bajo condicrones de asepcia se vacia en cajas de Petri ge 9 ce de

diametro lestériles) en alicuotas de 25 al.
b)Niveles de hormonas ¥y otrak sustancias inductoras en
los medios de cultivo

LiMedio para la induccién de callo (Re'y N6<)
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Tanto el medio Ra como €l N64 we adicionaron de. una. . auxina
sintetlca similar al 2,4-D que es el Scido 2-(2-ametil}4 clofo
fenoxipropidnico {MCFP) en una concentracidn de 4 amg/l. Dicha
concentracién se eaplea porgque en trabajos anteriores (SSnchez et
al,1988) se ha vasto que bajo estas condiciones hormonales 5?

obtiene una buena respuesta de formacién de callo en mafz.

ii)Medio de resiembra (R: y Ne2)

En este caso se adiciona al medio de cultivo 2 mg/l de MCPP,
como podemos ver este fitorregulador se reduce a la mnitad porque
lo que se pretende ahora es que el callo ya obtenido incremente

su tamafio.

iit)Medio adicionado (R: y Nbt)

Este medio se caracterfza por contener el agente que ayuda a
que se presente la respuesta embriogdnica en el'célio; es decir,
gue es en este medio donde se adiciona AgNRO2 en una concentraéiéﬁ
de 10 mg/l segin Songtand (1988); ademfs es aqui donde se da un
incremento 1mportante de sacarosa (6 %) vy el subfndice 1 indica
que solo se adiciond 1 wmg/l de auxina pero ahora se trata de

2,4-D.

iv) Medio adicionado (R2,Z y Nel.T)

Fara este medio ademfs de los 10 ag/l de AgNO2, lo que va a
caracterizarlo es yue tanto la sacarosa como el 2,4-D se reducen a
la mitad, es decar, 3 X y 0.5 mg/]l respeclivamentie. -

En particular para este pedio €l AgNO2 sBe pesa y se disuelve por
separado. La solucidn que se obLliene Be adiciona’ al medio de
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culLivd'cbandB'eﬁ este: se ha disuelto completamente el agar (se

torne,trahaparente).

viMedio para la primera siembra en cajas de Petri (R c/ABA ¥y
R S/ABA 0 Nb c/ABA y N6 s/ABA)

Estous medios Lienen como base al medis R y N& |, carecen
completamente de auxina, pero shora cada une se divide en dos de
Ranera que una parte (grupo A} contiene ABA 4 una concentracidn de
G.1 My la otra parte (grupo B) carece de fitorreguladores.. Para

ambos casos la sacarosa se mantiene al 3 X,

vi)Medio para la segunda siesbra en cajas Petri iR c/GAs . ¥

R 8/GA} o N6 c/GAl y N6 5/GA}) . : A

En este caso lo que caracter{za al medio es QUé carece de

ABA, poryue ahora el fitorregulador a probar es €l GAI en una
concentracidén de 0.5 mg/l. Asf{ cada una de los grupos de la
primera siembra en cajas de Petri se divide en d0§ subgrupos mis,
de tal sanera que una parte de cada subgrupo lleva GAs y la otra

carece del mismo.

vii) Medlo para la germinacidén de los esbriones somiticos
{EMB)

Finalmesite esle medio se emplea porque se ha  visto que es
adecuado para la germinacidn de embriones cigdticos de malsz
{Reinert and Yeoman 1482) y se caracterfza ademSs de sus sales que
lo componen, por carecer de fitorreguladores de crecimiento y de

hidrolizado de casefna.

52



En el caso de los medios empleados en la  Lercera’ vy o cuharta
eLapa, despuds de aforarse se distribuyen en matraces Erlenneye;
de un litro (500 mi por matraz), se adiciona la cantidad de - agar
conveniente, se sella con papel aluminio y se esteriliza.El ABA .y
el GAS se a%aden por serarado al medio de cultivo despufs de sap
esterilizados por filtracidn.

Las cajas de Petri de 9 cm de dismetro se esterilizan por
separado.Una vez estériles las cajas y el medio de cultivo, antes
de yue gelifique se vacfa en alfcuotas de 25 ml bajo condiciones
asépticas. Finalemente las cajas se sellan con parafila y kse "deja
solidificar el medio ¥y de sela forma queda listo para @ ser

sembrado.

/.4.Siembra de embriones wmaduros

Ya desinfectado el aatertal biolﬁélco_ ,baJoi”cohdicioneé
eustlriclas de asdpcia se procede a sembrar.Para esybrlbé gmbriﬁnes
se colucah en una caja de Petri de ¥ . cm de diimetro, con ayuda  de
unas pihzas de diseccidn  previamente _;umergldas en etanol vy
flameadas, se colocan cuatlro embriones sobre el medio de cultivo,
de tal forma yue el eje esbrionario quede en contacto con el medio;
ya que de no ser as{ la formacién de callo serf muy pobre. Una vez
senbrado el material biloldgico, se incuba en obscuridad constante-

. . ©
a 20 % 2 C duranle cualro semanas.

7.5. Resiembras 'y parigelros a evaluar

Cualro semanas despuds de la siembra de enbrxohés'

induccién de callo, en cada uno de los medios de:‘cultiv lpara

Gada variedad se evalu$ el porcentage de induccidn:’ dg ,¢aLL6; Ug
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rafces y de plintulas. Después de esta evaluacién se hizo 1la
primera resiembra del callo primario y como tasmbién se determind
la cantidad de callo producida, los frascos gerber se pesaron
antes y despuds de colocar este callo.Dos semanas =is tarde
se realiza una segunda resiembra con el fin de incrementar la
cantidad de material bioldgico {callo}, al igual que la
resjiembra anterior, los {rascos se pesaron antes y despuds de
colocar el calleo y esto fue as!{ porque una parte de los cultivos
se sometlidS a una serie de resiembras con el fin de determihar el
crecimiento del callo y las caracter{sticas que va presentando
durante #ste.la otra parte de 1los cultivos se resesbrd a los
quince dfas en medio Ri y N61.los callous que se colocaron en este
medio fueron seleccionados de tal forma que su consistencia fuera
Beneralmente compacta, ademds dichos callos se seccionaban  en
pequelias porciones colocSndolas muy cercanas unas de otras sobre
el medio de cultivo en donde permenecieron durante cuatire semanas,
en todo este periodo de incubaci®n se realizaron observaciones
visuales para definir cual era la respuesta del callo en este
medio de cultivo. Al finalizar las cuatro semanas, solo los callos
completamente sanos lqQue no estuvieran necrosados)se colocaron en
medio HS. = y Nbo. Z por cuatro semanas pis.Duraunte este periodo  de
incubacion tembLis$n se realizaron observacionhes visuales, evaluando
ademds el nGmero y la calidad de las foramaciones embriogénicas.Las
protudberanciras que presentaban los callos se contaron, ast como
lag caractlerf{sticas de las mismas para 1o cual se dividierou en
tres grupos: grupo I protuberancias conh  apariencia  sumanmente
viscosa, grupo 11 con apariencia friable, grupo 111 de aparienclia
compacta.
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Hastu ebtn lcSLenblh los LUlLiVOb

eilcuentiran: en'. condicione:

cu-pleta obs"urldad..

PobtcrxormenLe se PLdllté la pxlnexd sxebra‘ eu‘ caJas de PELPI.
colocando en Gddd Lde pequefias porc;ones dé’ cgllo enbriogénlco
bperLenecxenLes a los tres grupos ya descritos, los Cultivos %?
‘Jucubarun en fotoperiodo de 16 hrs luz/8 hrs obscuridad, durante
cuatro semanas. En estos cultivos se evalu€ la induccidin’ de
vascularizacisn ya que ésta fue una respuesta caracteristica qﬁe
se presentd en los callos. De esta forma se hizo un conteo - total

de los callos con vascularizacid$n por . cada tratamiento.

MASs Larde se realxzé una segunda slembra en cajas de PeLll cun Jel

£in de-” propxclar el desarrollo de las. - estructurasr e.brlqgét;ea

~‘callos un‘cambio de  consistencia :.muy’ dréstlco.r

- @valuado definiendo tipos-de callo, - teniendo entonces. clpb fboro.
parcialmente bofo y compacto. La. duragLén de esta' resienbta
tambidn fue de cualro semanas y se incubaron de igua; nanerd que

los cultiivos anteriores en cajas Pelri.

Finalmente se realizd una tercera siembra en éajabf"PeL 48
empleando el medioc EMB  s8in  (itorreguladores,  .con eL
propiciar la germinacidn de los embriones somiticos.¥En este

510 se hicieron observaciones visuales de  los

definir su comportamiento. Cabe mencionsr que en este caso-sdlolse
subcultivaron los calles compactos del cultivo anterdior:.’
Para  determinuar la  elicrencia de cada uno . de s los
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Dotergenie en’ "

e5lucitn v 57

Enjuaguea; son
agua corrients

Etanol 2l 7ow
0. seg
o1

NaoCl am .
2 .gotas tveen 20
oS- L

NGOGL 10 = E
2 gctas twvesn 20
10~
13-
‘20 -

Canrgltr2 LT
0.2 & por 2 hrs.:

Enjuagues con
agua desisnizada
estéril

Hel 0l0t N
I ey

sol. da antibidiico

por -90- - x
4 enjuagues ‘con i
x x x!x x X ~ x| x

agua desienizada
estOrit T

Cuadro "2 .Muestra

probaron :

los tratamientos de desinfecciSn que se

en embrioneg maduros de lag tres

variedadaes utilizadas en este trabajo.
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‘Soluciones stok del medio: Murashipe-Skoog

CompuestLo. L

‘Sol'u‘cl_;fn .

| caClz’. 2H20 7 44.0°

NHJ NOa
KNO3

C Kl
g CoClz .6Hz0
D KH2 PO 17.0

Hs BOa 0.6z
Naz2Mo04 . 2H20

E MgSUs , 7H20
MnS0s .Hz0
CuSQs . SH20
Znsus . /H20

F FeSUs . 7Hz0
EDTA . Naz

G nyo—lhohsltc')kli
T Ac: nicoti

1 TiaminaHCI o
g Pirldoxin.;a—}lcli

Kk Glicina '

- Cuadro-3 . MHedio basal Hurashige‘-— vskoog_by(lg‘sz)f‘
Nota:Para preparar 1a ép;uqién TFC "Vse “calienta

ligeramente la solucidn.de’ EDTA’ y pbster"iormente

e-fierro.



Preparacisn de: las-soluciones-stok del.medio. EMB

Solucidn

‘6§mpuésto “,Cantidad'(gri

’Cl‘_zz.'szD :

KL

KCl 3
KHzPO4
= HaBOs B
NH<MoO4 . 2H20 0.001
ip MgS04 . H20 ‘ Lz
- MnS0s . H20 il gl038
CuS0z .SHz0 . 0.001

ZnS0+ . 7H20

. 7Ha0
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Preparacién de’las soluciones sLok,'uel mediu: N6

solucidul [ Compuesto r .céllyidéd ‘(g

1 caCls. 2H20
2 . KNO2
(NHs ) 2504
3 KL
KHa PO+
HaBOa

4 } MgSOs .. 7Hz
MnSO+ . H?2Q.
nsS0s+ [ :7H20

F{MS) FesOs : 7HzO

- EDTA .Na2
HMS) Ac. nicotinfco
1(Ms) Tiamina=-HC1
J(HS) Firidoxina=HCl

K(MS}




anflisls . histoléglco idel *

tratamientos

bloldgiéo obtenido-al fiﬁa;;dé'estéﬁtrabéjo;

7.6.Técnléa nlétoidgica (para microscopio Sptico)

A continuacidn se describe la técnica utilizada ‘para  obtener
preparaciones histolSgicas, sismas gue serin observadas al

microscopio dpLico en un sistema de campo claro

J.6.1.Frjacifn

De los cuatro tratanientos obtenidos ~El_irfinp1 ‘del .

experimento, se tomaron muestras de 20 a. ‘307 callos ~ por

tratamienco, los cuales fueron colocados en:una: solucidn £ijadora

llamada FAA, durante cinco dfas; ésta{sqlhclén se compone de:

Formaldehido. ... U 00 sz

Acido acético glacial ....... SO ml/1l
Alcohol etflico 96 % ........ 500 ml/}
Agua corriente . ............. 350 ml/1

una vez fijado el material se procedio a deshidratarlo.

7.6.2.beshidratacidn e impregnacidn de parafina
Después de los cinco dfas de exposici®dn en 1la solucidn
fijadora, las muestras fueron deshidratadas mediante su paso por

la siguiente perie gradual de etanol:

Etanol 30 % 30 minutos
50 & 30 minutos
70 % 30 ainutos
as % 30 minutos
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30 minutos

La ilprégnaéién{dél~éejiqo en*parafind,también se realizé de una

manera gradual como sigu

Etanol'a 101Ut ‘30 minutos
/24 horas
24 horas

La mezcla de pararxnd-xllol y 1a r rlna pura fueron mantenidas

en estado 1fquido dentro de ‘Una estufa a 56 +.2 “c .

7.6.3.Inclusisn de log tejidos

Para la inclusidn se utilizé parafina de la marca Paraplas de
punto de fusifn 54=5b6 °c, la cual fue mantenida en estado 1{quido
dentro de una estufa a %6 s+ 2 . Se utilizasron wmoldes de
cartulina de 2 x 1.5 cm . En cada bloque de parafina se colocd wun
solo éallo, el cual a través del aicroscopio estereoscépico y con
ayuda de una aguja de diseccidn se acomodd en la parte media del

bloyue, estos se dejaron enfriar durante 24 horas y posteriormente

se procedid a cortar.

7.6.4. Obtencidn de cortesg

Los cortes que se obtuvieron fueron de Y micras de
grosor,utili1zando un microtomo maraca American optical.Con ayuda
de un pincel los cortes se colecan en un baifo de flotacisn el cual

contiene agua corriente a una temperatura de 4% cc ¥y 0.5 pr/l de
gelatina. Una vez que el corte estd bren extendido se coloca sobre
el pourtaobjetos, por Jdltime se deja secar a Lemperatura ambjente y
posteriorsente se procede a degparafinar el tejido.
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7.6;§.EEliqiné¢16n de parafina y tincién de los cortes

Para élinxnar la parafina de los cortes, los portaobjetos que
los contenfan se colocaron en una estufa a 56°C durante 15 a 20
minutos, al término de los cuales ge introducen a xilol absoluto
durante 10 minutos (se hacen dos cambios de 5 minutos cada uno }.
Para eliminar completamente los restos de parafina, 1os‘cortes se

pasan por unag serie gradual de etanol:

Etanol absoluto 3 minutos
96 % 3 aminutos

85 % 3 minutos

70 2 3 minutos

50 2 3 ainutos

) 36'% 3 minutos
:Agﬁ; chr1éﬁte - 3 minutos

Para 1a't;nc16n: ﬁé los cortes se empled la tdcnica de
Safranina — verde réipido, {erodificacién propuesta por Engleman,
1988) tal como se presenta en el cuadro 6 . Asi{ entonces
despuss de pasar por agua corriente, los cortes se colocan en una
solucidn de Saframna-fenol durante 24 horas,al final de las
cuales los coriles se enjuagan cuidadosamente con agua corriente y
se pasan nuevamente por una serie gradual de alcoholes de 1la

siguiente forma:

Etanol 30 % 3 minutos
50 % 3 minutos
/0 X 3 minutos
96 % 1.5 minutos
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‘Verde répide . 40-60 segundos

§ 96% RN V- minutos
Etanol absoluto 3 minutos
Xilol: -7 8 minutos

Finalmsente se eliminan los restos de xilol 'y se procede  a montar
con bilsamo de canada. De esta forma se oblLuvieron las
preparaciones fijas las cuales se observaron utllizando un

microscopio Sptico en un sistema de campo claro.
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Preparacién de c’q'lorgqtguf

1.~ sa[ aniuyav “fenol )
L compuesto Cantidad (g/1)
Safranina O i l R 0.5 S
) Sulratd de amonio - 130.0

Fenol 0.1
s
La safranina se disuelve en 5SU0 =l de ‘agua corriente,
posteriormente se afase el sulfato de amonio y el fenol ,

completando finalmente con agua corriente.
2.- verde répido

En este caso Be pesan 0.75 g de verde rdpido y se disuelven
en 250 ml de etanol al 96 R . Esta solucidn se agita durante 30
minutos al final de los cuales se filtra, quedando el c¢olorante

listo para wmer usado.

Cuadro 6: Modificacidn hecha por Engleman (1988), Centro de

Botanica ,Colegio de Posgradvados, Chapingo.
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| B. <RESULTADOS

1. Ubtenbi ‘ue'cdllo

1y

Ares

cuehCa los siguientes parametros: . form

de rafz y de plintula.
Para evaluar la formacis$n de callo se det

T suU - Lawalo ya que en esle caso solo’Se .iva al

ser: referencia

fémerc’ de eambriones que formaron o' no ‘callo entohcé#.; a1’
final de un conteo se define que el nunero prbiedio mss alto
lo presenta la variedad Chalquefio, siendo auy pequefia’ ‘la
: ﬂiférencxa entre ambos medios ksx) por lo que esta caracter{stica
coioca a la variedad en primer lugar en cuanto a la induccidn de
‘céllo.
“‘Para la evaluaci®n de rafces v de plintulas el criterio a
‘éegp}r fue el sigulente: para rafces estas se tomaron en cuenta
quaﬁqo midieron mSs de 1 ¢cm, es decir, cuando ya se presentaba el
: ﬁééarrollo de una rafz como tal; para el caso de plintula, ésta se
consuderaba si media mis de tres cm ya que antes de este tamafo
solo se observe una estructura blanquecina que en muchas ocasiones
Yueda Como tal. De esta forma el desarrollo de rafces y de plintulas
fue evaluado ¥y de 1gusl manera, la variedad Chalquetio fue la que
presentd menos desarrollo de estas estructuras y la diferencia

entre asbos medios también fue muy pequela (8R). Definitivaasente
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en cuanto a las caracter{sticas de la induccidn esta variedad fue
1a que present? la mejor respuestia ya que lo ideal es que se
presente callo sin rafces y sin plintulas.

En el caso ide los embriones de la variexdtad VS~-22 que se seabraron

en aedlo Nb:, aungue el porcentalje de inducci®n de callo fue menor

(67%) que en Ri {762}, las callos en este medio no presentaron

itantas ralces ni pli&ntulas. Los embriones que se colocaron en medio

Hs  presentan pocas ralces pero las printulas Bon abundantes.

La variedad H-135 presenta una regpuesta que sigue cagsi el

mismo patrdn que la VS-22, ya que los embriones que fueron

seabrados en medio No&d presentan una respuesta de formacitn
de callo que es menor gque los que se encuentran en rmedio
;;Rs Cy s1n ewbargo estos callos casi no  presentan ralces ni

915ntu1a5. Los embriones que se <¢olocan en gpedie Rs  muestran

un mayor porcentaje para formacién de callo sin embargo é#ste se

desarrollan suchas ralces y plintulas.

En esta etapa de induccidn de c¢allo sc scmbraron un tolal  de

5?60 eambriones (tomando en cuenta las tres variedades en los dos
peqiou de cultivo), de los cuales 1877 fucron doe la  variodod
Lthaiqueﬁo. 1926 de la V5-22 y 1953 de la H-135 . De esnta forma
28;'46 esbriopes se colocarconh en msedio R: v 2913 en medio N6d | asl
al termsino del periodo de induccién se obtuvo que 1904 embrliones
/ NO /iorn;sron callo, lo cual implica gue en 4349 embriones SI se dio

la formacitn de callo.

Estadisticamenie: 41 aplicar la prueba de Ji-cuadrada se

determind que hay  diferencia. significativa  en cuanto a ia



',LU“LAMLHdC

: ”ElldlI‘

reépueétafde cada variedadfpare la 1nducc15n de callo 'y de ‘esta

.1or-a ldb var;edades Chalqueﬁo y VS-22 presentan n&s

capa01dad para generar. callo gue la que muestra la variedad H-135:

'v‘bxv en cuenta a la variedad y al medio de cultivo para
:Wqéﬁérllnarrlas caracter{sticas de la respuesta de induccién de
callo.;se obtiene que no hay significancia entre 1los datos
obtenidos, es decir, que la canhtidad de embriones que produican

callo en cada una de las variedades, es la misma .

independientemente del medio de cullivo que se utilice.

Para completar la informacisSn con respecco a la xnduccxun de

callo {cuadro:8 }, del total de embriones sembrados
‘de Vlas var:ed'des y en cada ned;o. se eva]u*

cuql resulta  ser mdyor (1 7 Z) en la “va

_Chalqueﬁb syue fue:sesbrada en’ medio Rsl’

e detérminé la cantidad de callo abtenido por embrifn,
,esto se hizo tomando en cuanta el nimero total de embriones sanos
Vy‘la cantidad total de callo obtenido. Este dato es fmportante ya
que el wimero Lotal de cmbriones sanos para todas las  variedades

en los dos medios de cultivo fue mayor de 900 pero no rebaso los

1000. As!  entonce se  obtuva gue la wvariedad en la que se
produjo mayor cantadad de callo, fue Chalqueo en medio Ki;
esto viene a realirmar la respuesta obtenida en cuanto a la

formaci®n de callo, es decir, que dado 1los resultiados presentados
la vartedad que presenta mss capacldad de formaci®n de callo v

yue produce mfs cantidad del mismo es Chalqueso; por lo tanto

=] la que se def ine comy la e mejor rendiaiento,
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sxguiendoléilas,variédades.vs—22,y H-13S.

‘78.23Evaiuécién’del‘creciniento en los cultivos

‘Co-q‘ yra’ ser:'-encioné anteriormente en este texto, es la primera
ocasison que'sé trabaja con estas tres variedades de mafz, =motivo
porfgl éhal se decidid® que la evaluaci®n del incremento en el
pbeci-iento serfa un dato importante; de esta forma se
deLe;nxné evaluar el peso de los callos durante cuatro resiembras
y 'esl.q tamtnén Be hixo para cada variedad en cada medio de
cultivo. E1 incremento en su crecimiento se determin$ a traves
del’ peso fresco en gramos (cuadro 9); as{ el cosportasiento
de las tres variedades fue el sigutente:

Eﬁ la variedad Cnrtalquelio el peso iniclal de los callos que se
co;ocaron en medio R2 fue de 4.26 g y para los callos on moedic N6z
fue de 3.93 g como se nota casi se parte de la misma cantidad de
material, sin embargo al transcurso de las resiembras muestran un
comportaslento diferente ya que como se observa en la grifica 1,
los cultivos que se mantuvieron en medio Rz si muestran un aumento
en peso el cual se va dando paulatinamente aumentande solo un
2U05.6 % al final de la cuarta resiembra, mientras que los callos
que se encontraban en medio N67 presentaron un  1ncremento pds
notorio ya que estos cultivos llegan a tener un porcentaje de
incremento de 1032.5 %, lg cual implica que de 4.93 g iniciales,
al final se obtuwd® 44.51 g de callo.

En la variedad VvS-22, se parte de una cantidad de callo taabign
similar en ambos medlos (11.96 g en R> y 13.02 g en N62 ). En esta

variedad se observa una respuesta contraria a la de Chalqueio ya

que los cultivos que se encuentran en medio Rz presgentan un
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 boEcenEAJe'de.iéc}énento considerable (719.8%), 1o cuai  inblléa 

quede:l gs‘g‘iu1c1a1es. se llega a oblener 98.1 g dg; éal;éj al -

Eiﬁa] @e la cuarta resteabra.los call;s qué se encuehtrdn en,nédig

‘ Né; vain: creciendo poco a poco en cada resiembra alcaniandé
‘sGlamente un 370.8 % de incremento, esto en comparacién con los
dué egtan creciendo en medio Rz corresponde a menos de la mitad.
Si continuaacs hablando de crecimiento podemos notar que ia
variedad H-135 , muestra un patrfn de crecimiento igual al de
Chalquefio, esto es, que log callos que se encuentran en medio Rz
presentan poco crecimiento durante las cuatro resieapras llegando
a tener finalmente un porcentsje de incresento de 175.3, sin
embargo los cultivos que se encuentran en medio N6z presentan un
crecimniento importante desde la segunda resiembra y de 18.38 g
intcrales de callo, al f(inal se oblienen 77.53 g ;u cua;

corresponde a un 321.8 % de incresento

Esto es lo que se puede definir directauéute dé’ lés datds
obtenidos al evaluar el crecimiento de los = callos.
Estadi{sticamente al realizar un anilisis de varianza se obtuvo de
una forma mis precisa el patrsn de crecimiento de los cultivos de
las tres variedades en cada una de las resiesbras , de esata forma,
inicialmente (peso inicial) las cantidades de callo de las cuales
se parte en cada caso, presentan el siguiente orden: la cantidad
nis pequefa la presenta  Chalguefo en medio Noz (3.93 g) y
en med1o Rz (4.46 g}, le sigue la variedad VS-22 en medio Rz
{11.96 gj ylen medio Nbz (13.02 g}, por 2liimo la variedad H-135
que se encuentra en medio Rz (15.73 gy y en N6 (1838 g),

presentan el mayor peso inicial. His tarde cuando’ se ‘realizs. ta
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pramera resiembra y se cbtiene el primer incremento, la wvariedad
en la que se presenta el incremento mis pequelo es H-135 en medio
Rz, le sigue Chalquefo en medio Rz y en medio N62 pero estos tres
incrementos son senores al que presentan H-135 en medio N6z y
V5-22 en medio Rz estos incrementos sBOIF menores al que presenta
V5-22 en medio Noz. De esle primer incremento lo que se puede
definir es que la variedad Chalquefio que se encuentra en medio Rz,
aunque su peso 1nicial fue uno de los mayores, el incremento que
presents en esle caso fue uno de los menores. La variedad VS-22 en
esla resiembra se coloca a la cabeza, es decir, en este caso es la
variedad en la que para ambos medios se registra el mayor
incremento, sobre todo los callos que se encuentran en medio Ne6z .
Durante la tercera resieabra se obtuvd el segundo incremento el
cual al ser anidlizado por el mismo método, coloca a las varledades
de la forma siguiente : el Ilncremento mSs pequeRo lo presentan los
cultivos de la variedad VS-22 gue se encuentran en medio N62,
siguiendole los cultivos de H-135 y Chalquefio en medio Rz, H-135 y
Chalquedo en medio N62, el mayor iucremento en este caso lo
presentan los cultivos de la variedad VS-22 que se encuentran en
medlo R:. Como se puede notar los cultivos de la variedad vs-22
que se encuentran en medio Nb: presentan el incremento .53
pequerso, siendo que en la resiembra anterior fue el que presento
el mayor incremento.

Finalmenle en la cuarta resiembra al oblenerse el Lercer
mncremento, s dotine mis  claramente el comportamiento de los
cultiveos, de esta forma la variedad Chalquefio gue es el que
presenta uno de los incrementos mayores en la tercera resieabra en

este caso presenta el menor ancremento. En  la variedad H-135
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suceue que s1 se revisan las cantidades:inicialesies el ‘que cuenta

con mSs peso, sin embargo, ahora. ocupa. e increnentos

-anérés. Chalquefo en medio Rz preuenia uﬁ incremeulq -éséu © menous
estable durante las resiesbras, ya qué duhbafiléghia’écupar uno de
los primeros luygares pero taapoco uno de  los ﬁlfinos. lo nismo
sucede con H-135 en el mismo medio.

La wvariedad VS-22 en ambos wedios de culiivo presenta el
incremento mayor, principalmente los cultivos yue se encuentran en
medio Rz. Esto es importante porque desde el primer incremento,
dicha variedad en este medio de cultivo se mantiene a la cabeza
en cuanto a crecimiento. As{ entonces desde el punto de vistla
estad!stico les cultivos de esta variedad son los que presentan un
mejor crecimiento.

Las desviaciones estandard reafirman lo anteriormente descrito,
as{ entonces todas las variedades presentan un incremento en su
crecimliento. De esta formd el medio Kz resull? ser el afs adecuado
para que se dé un buen crecimiento en callos de la variedad VS-22.
Para las variedades Chalquedo y H-135% el mejor medio resultd ser
el medio Nb2 y ambas variedades sipuen casi el mismo patrfn  de

crecimiento durante todas las resiembras.
8.3.Presencia de regiones embriogénicas

En este caso se hizo una evaluacien del nimero total de
callos en cada variedad, es decir, que se hizo un conteo tinal del
uﬁieru,de callos que se encontraban en cada uno de los dos medios
de cultivo.En los callos se deternin® 1la presencia de reglones

embriog®nicas para cada variedad y medio de cultivo. As{ se puede
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apreciar gque tanto en medio Neo.s y Ro.5 la variedad VS-22

ocupa los mss altos porcentajes principalmente en el medio
N6uv. 5 en el que de 119 callos, se registran 67 con regiones
embriogdnicas que equivalen a un S5S6.0 % , siendo este el valor
m%s3 alto. El porcentaje mis pequeio 1lo presenta la variedad

Chalquefic en la cual de 64 callos solamente 12 presentan regiones
embriogfnicas y estlo corresponde a un 19 %.

Los callos de la variedad H-135 muestran una respuesta en cada
medio que se puede catalogar como diferente; esto es porque en
medio Ro.3 de un tolal de 173 callos, solo en 43 se localizan
regliones embriogénicas y esto equivale a un  25.0 %; sin  embargo
cuando los callos de esta variedad se encuentran en medio N6 o.s ,
de un total de 199 callos, g8 de ellos poseen regiones
empriogénicas lo cual corresponde a 49.0 %, como  vemos la
respuestia en este medio es mucho mejor para esta variedad en
particular. Esto se hace notar porque en el caso de VS-22 aunque
alcanza un valor de respuesta mis alto, entre ambos medios esta es
casy: pareja (51.0 ¥ 56.0 4) ya que ambos rebasan el 50 X pero no

el 60 X.

Estadf sticamente, la presencia de estas regiones
embriogénicas fue evaluada por la prueba de Ji-cuadrada, a través
de la cual se pudo determinar que la no induccifn de la formacidn
de regiones embriogfnicas por el medio de cultivo es signilicativa
en ambos medlos de cultivo, Jlo cual indica que dichos wedios
requieren de la adicidén de una sustancia inductora para que ast
se incremente la presencia de dichas regiones e-briogénicas.

Cuando S1 se presentan dichas regiones, a travdés de la misnma
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prueba estadistica, se determin® que es significativa la
diferencia que exliste en la respuesta que se obtiene en los dos
medios de cultivo, es decir, que el medio Ro.5 es menos adecuado
para la 1induccaidn de la formaciSn de dichas regiones

embriogenicas, resultando entonces que el medio Nbu. 5 es el

favorable en esta segunda etapa.

Al evaluarse por el mismo aStodo la capacidad de cada variedad, se

definid lo sigulente: las variedades Chalquefio ¥ H-13% tienden a

presentar menos callos con regiones embriogénicas, sin embargo

V5-22 es la variedad que tiene mis capacidad para gue en la

superficie de los callos se formen regiones esmbriogfnicas .En

general esta variedad tiende a presentar mis callos con estas

regiones principalmente en medio Ro.s, pero para que se pueda dar
esta respuesta, el cultivo tiene que pasar por un periodo de

adaptaci®n en el medio de cultivo.

En esta etapa tambidn se registro la presencia de ralces, ya
que be observ® un desarrollo muy abundante de estas estructuras,
praincipalmente en el medio Ro.5 para las variedades vs-22 y
H-135.En este caso lo que se hize fue contar el némero de callos
que presentaron rafces y las dos variedades antes mencionadas son
las gue presentan el mayor ndmero de estos callos (28.0 y 25.0
regpectivamente)} . Sin embargo en la variedad Chalquefio que se
encuentra en el mismo medio presenta solo un 5 X de callos con
rafces. Los cultivos de VS-22 y H-135 que se encuentran en medio
Nbo. 5 presentan un porcentaje similar {(23.0 y 24.0
respectivamente) ki general para estas dos variedades la respuesta
de formacidn de rafces es muy parelja ya que en Lodos los casos se

rebasa el 202 pero no el 30 % .
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ESTA TESIS H0 omer

SAUR  BE L& BESLIDTECA

El parimetro de necrosis se observa claramente en la variedad
H-135 que se encuentra en el medio Ru.s en donde el porcentaje de
los callos necrosados llega a ser de 17 X, el valor que le sigue
es de 12 2 y corresponde a la waisma variedad pero ahora se
encuentra en medio Néo.s. Para VS-22 que se encuentra en medio
Ro.s5 muestra un 2 % y cuando Be ehcuentra en medio N66.5 no se

registran callos necrosados.

De las formas blanquecinas que se registraron, en la variedad
V5-22 fue donde se presentaron con mayor abundancia ya que de un
total de 219 callos, en 102 se observan estas {ormaciones y estLo
corresponde a4 un 47.0 2. El valor que le sigue es el que presenta
la variedad Chalquefio en la que de 64 callos 21 las presentan,
esta ciira corresponde a un 33 %, En las variedades que se
encuentran en medio N6o. = (VS-22 y H-135 ) el porcentaje de callos
que presentan {ormaciones blanquecinas es el mnismo (20 X) «por
GlLimo la variedad que casi no presenta estas {ormas e€s H-135 en
medio Ro.s ya que de un Lotal de 173 callos, spolamente 2 las

presentan lo cual corresponde al 1 %K.

8.4 .Evaluacidn de proembriones somfticos

Al final de la segunda etapa se realiz& una evaluacidn con el
fin de deterainar la cantidad total de proembriones somiticos en
cada wedio de cultivo. Para esto, se procedio a observar las
caracter{sticas que dichas estructuras presentaban por lo cual se
deci1diS hacer una clasificacifn para su evaluacifn tomando en
cuenta su consistencia; definiendo de esta forma tres tipos de

proeaLriones somiticos: Lipo 1 presenta una consistencia viscosa y
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muy hidratada, el tipo 2 es muy friable pero’ ﬁdiAhidru&Edal Yy el

tipo 3 es muy compacto, cabe mencionar que estos ﬁlﬁilés één los
que mis 1nteresan para los fines de  este tlrabajo 'débido a que

estos proesbrionhes son los que tienen mSs probabilidad de llegar a

ser embriones somSticos ya que esta respuestla esla determinads  en

parte por la cosistencia compacta.

Esta evaluaci®fn se llevo a cabo sin tomar en cuenta la variedad

dado que ya anteriormente se hizo una evaluacifn de 1las regiones

embriogénicas que presentaban los callos de las Lres variedades en

cada medio de cultivo {(cuadro 10), de esla forma lo que se Lomo en
cuenta bSsicamente fue el medio de cultivo. As! entonces en medio

Ro.s de 475 callos Be tienen 240 proembrioneg somSticos de los

cuales solamente 22 son tipo 3. En este caso los proembriones tipo

2 son los que se presentan con m%s abundancia (79 %), lo amismo

sucede con los cultivos que se encuentran en medio N6o.s eun el que

de 533 callos se evaluan b44 proesbriones de los cuales 81 son

tipo 3, siendo tasbi$n mis abundantes los tipo 2.

Desde el punto de vista estad{stico se determin® que los
cultivos presentan una respuesta diferente en cada medio de
cultivo, ey decir, los cultivos que se encuentran en medio Ro.s,
tienden a presentar menos proembriones que los cultivos gque: se
encuentran en medio Nbu.s, siendo estos dltamos los que pregsentan
Lendencla a generar mss proembriohes. En ambos casos la  respuesta
es independiente del Lipo de proembriones que se determinaron
anteriormente, esto es, poryue sofo se evalud el efecto que tiene
el medio de cultavo.

Al realizar una evaluaci$n tomando en cuenta el tipo de proembrifn
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y el medio de cultivo, se definid que en medio Ro.s 1los cultivos
muestran menos capacidadad para producir proesbriones y es por eso
que Nbo.s3 se propohe como ®mejor medio para este fin. Los
proembriones se presentan de la siguiente manera; con menor
frecuencia los del tipo 1, le siguen los del tipo 3 y por dltimo

los que se presentan con mayor frecuencia son los del tipo 2.

Los callos necrosados fueron suy pocos en ambos meddios lo cual - no
implico una pérdida importante de material biolégico.

De esta forma se confirmd la cantidad de material disponible para
las slembras posteriores en cajas petri en los gue se propiciaria

la maduracifn y el desarrollo del embridn somitico.

8.5.Induccidn de vascularizacidn

Cuando se realizd la siembra de los proeabriones sosmiticos en
cajas petri las cuales contenfan el medio adicionado con ABA o
bien no contenfa dicho fitorregulador, la respuesta que se observd
fue la presencia de vascularizacidn y esta caracter{stica se
evalus coando fue mas pronunciada , lo cual ocurric cuando 1los
cultivos se transfirleron a un medio que contenfa GAs o bien que
carecia de $1; estos datos se indican en el cuadro 12 , en la que
se registro la cantidad de callos por caja y de estos cuantos
estaban vascularizados.El conteo se realkiz$ sin considerar tanto
el medio de cultivo como la variedad, esto fue con el fin de
definir mis claramente cual fue la respuesta de los callos en cada
una de los cuatro tratamientos al final de este periodo.

e esta forms, results que al final de la etapa III los callos
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;esco es que de un tocdl de 352 callos f;zé& presentdn ceJLdo
vascular y esLo correspcnde a un /a 0 % eslasV Llfrsb_ deLermlldn
‘que en dicho traca-xento es en el: que nss vascularxaac15n Vse‘
presenta.Esto fue confirmado estad{sticamente  a: través de 1a
prueba de Ji-cuadrada . Cuando los callos en el pblner cﬁi;Lvo‘en
cajas de pelri fueron tratados con ABA y a la siguleuLé résiequra

se trataron con GAs, estos tambisn presentébpnv una

vascularizacadSn abundante porque de un  total de 320 callos,

196 (61 %) fueron callos vascularizados 1lo cual ,colgca"

tratamiento en el segundo lugar para:3:~'inqﬁcir

vascularizaci®n.Especfficamente en  esta ev-al.ucn:‘l-<

decir que los cultivos que fueron sometidos a- egccg E;a?éﬁiénécg'r
son los que tienen p%s tendencia a presentar Qasculérlza;i@n yg
que ademfs estad{stucamente, no hay diferencia significativa entre
ellos. En el tratamiento en que log callos ge trataron con ABA v

al medio siguiente no se le adicion® GAz mse registras tambidn mig

de un 50 %X de callos con vascularizacifn esto es que de 394

callos, en 216 se observan estructuras vasculares.En estos tres

cusos  los callos fueron Lratados con fitorreguladores 'y o en’
general en todos e presenta un alto porcentaje de
vagcularizaci€in, sin enbargo los callos que " no se trataron: “con

pungun fitorregulador durante esia etapa, son los que presentaur
menos vascularizacidn esto es, que de 273 callos solo 135 estah
vascularizados, dicho dato corresponde al S0 X siendo menor en un
4 % de los gue fueron tratados con ABA Y s in GA3. Eslos callds
presentan buenas caracter{sticas en cuanto a que son mis cospactos

y sSus estructuras eabriogénicas estan mis definidas, lo cual
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sagnifica yue probablemente los mejores resul tados se
presentaron en este tratamiento porque ademSs estadl{sticamente
se obtiene que los callos presentan aenos vascularizacidn.

De esta forma se puede decir que la adici®n de ABA y de GAs no
propl;xd al menos en esta etapa del cultivo la maduracidn ni la
germinacidn del eabridn somitico.

Dado los resultados obtenidos de los diferentes tratamientos, tal
parece que es conveniente que 1los cultivos que presenten
estrucluras embriogfnicas deben ser colocados primeramente en un

medio de cultivo libre de reguladores de crecimiento, de estLa

forma las regiones de los callos de las cuales surgiran 1los
embriones soaiticos se reafirmaran mis claramente en la
superficie del callo. Una vez pasando esta etapa . se podrs

entonces proceder a la adicién de fitorreguladores con el fin de
propiciar la madurac:i®n y la germinacidn de estos eabriones
somiticous, esto de cirerta forma garanliza una buena respuesta  de

esle proceso nox-[ogenaﬁtxco.
d.6.Efeclo del fcido giberdlico (GAaa)

En la segunda parte <de la etapa 111 los callos se trataron
con GAs y ademfs de la vascularizacifn que presentaron  estos
cultivos, también se observs que al adicionar este
‘fitorregulador, se dic un caablo mis pronunciado en la
conQLSCenCAa del callo al adyuirir una apariencia bofa, por lo que

.
se consider esta otra caracterf{stica importante de evaluar.
bichas evaluaciones se realirzaron de igual forma que las

presentadas en el cuadro 13 (s3n tomar en cuenta el pedio de
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éultxvo ni la varxedad),és,decir.soio se éYgluév 1 "pkesehcia"o
ausencia de GAs en gl nedio 'de'7cﬁ1L1v§fAs!' egtoﬁeesi'cuaﬁdét‘Be‘
espleo GAs, de'un total de 776 déllos, ZBQ'V(37;G'IF)> tienen
apariencia bofa y 215 {28.0 %)  son parcialmgntef bofb#, ‘Bl se
comparan estas cifras con lo obtenido en los cuitivéé én Tos que
no se adicion® GA3, se puede notar que los reuhltados son
similares. Esto es importante porque cuando se héce'ei'cqﬁteo para
evaluar la cantidad de callos que presentan ‘unay ébnsistenc;a
compacta, se determina que la respuesta  es casi la misma, sin
eabargo, cabe hacer notar que esta consistencia"se present®  mis
claramente en los callos que no fueron tratados con éﬁ; y 51 me
revisa nuevamente el cuadro 12 es en estos calioa donde tambisi: se

presenta poca vascularizacifn.

Estadisticamente se determind que no ﬁay diferencia
s1gnificativa de la respuesta que se obtuvs tanto de los callos
que fueron tratades con ABA , como los que no lo fueron, es decir,
la probabilidad que Lienen los cuitivos para presentar cualquiera
de 1os tres tipos de consistencia es la misma , independientemente
de gque sean tratados o no con GA3, lo cual permite plantear que
probablemente este no fue el momento adecuado para la adicidn . de
dicho fitorregulador (GA3), ya que la {inalidad - es - propiciar la
germinacifn del embrifn somitice obtenido Vyrrzoriél :ﬁanb;od ae
consistencia de los cultivos. ] - 4‘
En este caso la necrosis mostr$ cifras 1-pcrtanfes.lsobfe Eﬁdo “en
los cultivos que se trataron con GA3 ya yue se obtuvo uu’ll;o %,

lo cual signitica una pfrdida importante de matertal blpléglco.



8.7.ANALISLS HISTOLOG1CO

8.7.1.Caracterizacién del callo primario

El callo Be obuaervd a los seis d{as después de la siembra de
embriones maduros y surge de la parte media del embridn, se
caracteriza por ser amorfo, de color blanquecino y muy friable. En
general para las tres variedades de mafz los callos presentaron
las caracteristicas antes mencionadas, pero mientras va pasando el
tiempo de induccién y este callo primaric va creciendo su
coloracidn cambila a amarillenta y su consistencia pasa a ser
compacta;la textura final es granular.Cabe mencionar que exisle un
callo,t{ en menor cantidad } que sieampre permanece friable.

Al aicroscoplo este callo primario presenta dos tipos de células

que se distinguen por su morfologfa:

CSlulas Lipo 1.~ Se caraclerizan por ser grandes, alargadas, con
una gran vacuola, nicleo pegueiio y excéntrice, con citoplasma poco
denso y pared celular gruesa.Presentando asf! las caracteristicas
tf{picas de una c$lula parenquimatesa. Estas c$lulas por lo general

se encuentran en la parte interna del callo.

Celulas tipo 2.- Estas cflulas son pequefas, su citoplasma tiene
granulos abundantes, poco vacuoladas, su nicleo es relativamente
grande y su pared celular es delgada. Estas células se

encuentran en la superficie del callo y por las caracter{sticas
que presentan se plensa que se trata de celulas meristemSticas a

través de las cuales el callo va creciendo.
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Con frecuencia se. encuentran mezclados asbos. | Libos celulares en

dlgunas regiones del callo.

la

Con respecto a

un crectimiento aberrante de raices,

reaimente una regeneracifn de rafces:in La.
presencla Jde estas es el resultado 'un
tejldo que ya se encontraba presente.Sin enbargo en: eL a;guxenCE'

ako Springer y Green (1979) tambisn hacen un 'estudxo ’nlstdlég'éo'

de los callos obtenidos a partar de embrxones 1nmaduros y a Cravés

de dicho anflisis proponen que el callo se orlgiua paerr 'del

tejido que forma al escutelo, en especial de-la “regis epltelxal

ya que esta zona se caracter{za por ser altaamente iér}éiemstiba v
por lo tanto se da una ripida proliferacifn celular: Kstos autoreu

determinaron tdambidn yue existe una regional;deién celular.

decar, que en la superficile del callo. ‘se encuehtraﬁ'?zé ;s
meristeniticas de las cuasles se originan brotes y~por:lézhi$no 'ée'
plantea Que <l origen de estos sea nultlLELuLar; s

En cuanto a la formaci®n de callo proponen :que ia‘ proii[erécxén‘
del tejido ocurre en la zona casbial, es decir, la zona donde se
une el escutelo con el eje eabriovnario y.el desarrollo ' de - rafces
lo plantean como una evidencira de que s8i se da el proceso de
mortogendsis en  estos  cullivos; concluyendo  entonces que los
callos se encuentran torsados por células parenyuimatosas.
Finalmente reportan la presencia de xilesa y floema en sus cal;ou.

esto ditimo es i1mportgnte poryue en este trabajo de tesis tambid$n
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se obcub;eron«corces de callos con tres resiembras en los que se

logld dprec1dr ld presencxu de tejido vascular pero nuiica en estos

callos se'presentd el origen de un embrién somitico.

prllarlus que se obtuvieron, son muy pocos los  que

presentan ra(ces. nSs blen las rafces qgue se evaluan al final de

la ;ndpcc;én:rproceden del mismo embridn.

‘~7 2.Caracterizacisn del callo con resiembras

b hste pro de callo presenta un caebio en su couulstencla» S 4
su . texLura esto implica que se hace mis compacto y su textura
granular es .mis firme. Su coloracién es amarillenta 'y mientras
nis resiembras tenga el color va siendo mis obscuro, hasta 11egar a
ser csfé; esto ademis de alribuirse 2 las resiembras, se debe a que
el callo por su mismRo crecimlento va acumulando sustancias de
desecho (produto de su metabolismo) que muchas veces provocan que
el callo se necrose.

En cuanto a2 la presencia de rafces, estas aumentan su [recuencia
mientras se Lncrementa el wimero de resiembras, lo cual se detxe o
la concentracidn endfgena de auxinas en el cullivo, es decir, como
el wmedio en gue se hace la resiembra (mantenimiento del callo)
esLs adicionado de una asuxina, hay restos de este compuesto que
quedan en el cultaivo Yy de esta forma se va acumulando cada vez
mis, lu cual provoca que la presencia de rafces sea cada vez
mayor.s1n embarpgo cabe gencionar que estas estructuras 80
mis abundantes en los cullivos de las tres variedades que se
encuentran en el medio de cultivo Re, esta caractefstica ge

presenta mis clarasente en la variedad VS-2Z. Lo cultivos que se
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encuentran en el sedio Noz LanbiSn presentan rafces pero’en wenor

cantidad o bien muchas veces no las presentan, cdio sucede en :la

variedad Chalquefio; una caracter{stica anortance que se obserﬁé

durante las resiembas fue que la variedad” Vb zz ‘que ‘sé - encontraba

en este medio no presenta formacidn dé rafces y esto: enuestrd la

alta variabilidad de un genotipo.

que dxrlcultnn la

Las rafces son un verdadero problema debido

resteabra del callo, sirendo en' ocasiones dbundantes que

. provacan la pérdida del material bio;ééicb.

-En:é; éallo‘de resicabra taabifn - se 'preseﬁcan ’regiones en  su
:suhﬁrficie que se distinguen por ser bldnqueclnas 5y, su-anente
"féiﬁblék; esto hace pensar gue se trata de %a pro[1[e;@cL6nide las
reglohes meristemfticas y que por lo tahto a través dé eseas se-dé
el crecimiento del callo. : ) '
Taabién se observa que los callos se van néciendo “cada’, Géz .;ési
mucllaginosos excepto las zonas blanquecinas que préliféfahien “lat’

superficle.
8.7.3.Caracterizacidn de los cultivos en el medio adicionado

Se sabe de antemano que un cultivo bajo condiciones in vitrg

tiene un alto Indice de totipotencialidad y el maf

z Nno ew la
excepcidn, sin eabarpo,no ha sido ffcil lograr que se manifieste
dicha capacidad en . esta éspecxe, por 1o que - se ha

planteado la Vexistenéxd ‘de mécanismos de represidn, los  cuales
hasta la fecha no han si1do debidamente caracterizados dado
la complejidad y variabilidad de los misnos. Es por ello que



se han enpleado sustanc;ds que prop;clan que .se d§ el proceso . de

morlogen5515 baJo condlcxones in vitro.

En mafz,lo més resxente.;que ‘se- . ha “hecho para incrementayr la

respuesta’’ norfogen‘tica"és “emplear ‘el AgNO3 lo cual ‘ ha
dado - buenos resultados. ‘Por.ello ‘en este caso el co-puéstd
antes nanbionado‘ se 1enplé6 'én una concentracidn de 10 mg/l
(Vain ‘et .al, 1989). Lot callos que’ se. sometieron. a este

tratasiento presentan ldb caracter!stlcas sigulentes- compactos,
de textura granular y de coloracidn anarillenta Al transcurrir la
primera semana en el medio ad;ciongdq (Ri 'y N6t) los callos toman
una coloracidn obscura’y son'yé nuy mucilaginosos, pero ademis los
callos que se colécaron en el medio R: presentan desde la primera
semana rafces abundanfes ¥y esto ocurre con mis frecuencia en 1la
variediad Chalquefio y con menos frecuencia en VS-22. Lo anterior 1o
1mplica gue en el medlo N6: no se dé la formacidn de  rafoos 1o
que pasa es yue en estos callos las rafces se presentan con mas
retraso pero nunca tan abundantes como en el medio Rs.
Detinttivasente en este aspecto (formacisn de raices) se enplea
una respuesta contraria si se compara con 1lo que sSe obtiene
durante lag reslienbras ya que para este caso la  varledad que
presenta mis rafces es Chalguelo y la que presenta menos es VS-22
, lo cual indica una manifestacién clara de la variabilidad de

los genotipos que se emplean en este trabajo.

Otra caracter{stica que tambidén results de interds es que
originalmente el medio que contiene el nitrato de plata, tiene una
coloracidn amarillenta;cuando se colocan los callos en este  medio
y mientras va pasando el tiempo, el medio de cultivo wvuelve a
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tener:su’ color original 'y esto

dondé' se - encuentra colocado el
la coloracidn del neqiq' ’Q’e‘deba
a)El callo que se . colocu e

creciendo desprende sus;ancias‘

cuales reaccionan con los iones!

cambio en la coloracidn.

sBacarosa, presentaron un cambio muy  nolable” en’ cgavnl.'
consistencla y esto se debe al aumento de la osmo;aridaq
medio de cullivo lo cual provoca que los callos jfterl‘lg;'m
conglstencia sumamenle compacta y mucilaginosa.Al observa,xjjiv éétés i
cultivos al microscoplo estereoscSpico, en 1a superficie d‘e"i"cavvildy,
se ven protuberancias de color mis claro (blanqﬁecix\o);

En_los cultivos yue se encuentran en el segundo medio adicloiu_\do

(Rg.; y N60.%), al realizar cortes histolSgaicon, se observs ul;a
organizacid®n celular en la superficie como Se wmuestra en  la
ulcrol‘otugral’fn 14, en fta que se ve claramoente que la
brganxzaclén se presenta en ka regifn donde se encuentran las
protuberancias y las cflulas que las {forman son  pequefias  en
retacidn con las  cflulas que forman el tejido parenquimatoso
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(LnLarxor del callo)’hstas organxzauloneﬂ tienen como base ‘a un

lejido rorlddo por células parenqulnato&as en el cual se observan

‘. pestos de teJ do vascular..,

ia;),aca;aéierSéLi s de 1os callos que fueron Lratados con ABA

Kl LralaiiénLovédh ABA‘buhprgnde‘la prinefa parte de la etapa
1117 en  la que Se pretende  la' maduracidn de los eabriones
somSticos.Al iniciar el cultivo dé callos en este medio se Luvo
auciio cuidado en seleccionar solo porciones de callo con una
consistencia compacta, s8in eabargo, al transcurrir el tiempo se
observd gue los callos se cubren de hebras las cuales finalmente
se catalogaron como vascularizacidn, esta respuesta fue general
para todas las variedades y en ambos medios de cultivo.
En muchos de los callos desaparecieron las regiones que ya se
habfan catalogado como embriogénicas, esto ocurrié de manera
arzarosa lo cual no permitid catalogar a una variedad ni cultivo en
especial ,pero si se observdé que alpunos callos que contenian
reglones elbrxug5nlcns en la superficie no sufrieron ningun
camblo, aun en su crecimiento.

£n los callos que se colocaron en un medio que no contenfa ABA,
solo se observd el desarrollo de pequeffias raices las cuales no
fueron tan abundantes, no crecieron y tanto su coloracién como sus

caracter{sticas esbriogdnicas se conservaron.
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" con ABA), pero se tuvo. uuldado

que se abservd fue que al “paso del 5Lienp6 los callosV;sé van
haciendo friables a Lal grado que llegan a: Leﬁer:‘una' apariencia
befa 1lo  cual provoca que ‘en muchos ‘de‘~ ellos . las regiones

embriogénicas se pierdan por completo.

8.8. ANALISIS HISTOLOGICO DE. LOS CALLOS " OBTENIDOS AL

FINAL DEL EXPERIMENTO

Aunque uo se lleg& L oblener EueHLle de todas 1as var1edudes e

en los. cuatro . tratasientos,si | se LLegS a definir de mane

general, cual fue gl comportamiento ‘de "los callos en cada

tratamiento; asl entonces se define lo sigulente:
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Tratamiento I (c/ABA 8/GAs)

En este tratamiento los callos se colocaron primsero en un
wedio que conten{a ABA y posteriormente pasaron a un medio libre
de hormonas.Aungque muchus de  los callos  presentaron  apariencia
bofa, algunog toleraron ser procesados histoldgicamente lo cual
permitid obtener preparaciones fijas en las que se observS lo
srguiente:

En VS-22 (N6) se presentd una organizacisn celular pero no es
propiLa para ser caracterizada come Lipo embriogen$sis mis bien se-
Lrata de cSlulas parenquiratosas que estan organizadas. ’

En H-13%5 y Chalguefio {R} se obéerva muy poca organizacidn {casi

no hay). .y tampoco es caracterf{stica de una esbriogendsis somftica.

Tratamiento Il (8/ABA - B/GA3)

. Se definid que en los cultives de la variedad vS5-22 que fﬁurou
colocados desde la induccidn de callo hasta el cultive finul en
medio N6, se presentd el desarrollo de embriones somiticos Estos
callos «durante la tercera etapa se colocoron en un wsedio que
careci® totalmente de reguladores de crecimiento, lo cual et
importante tomar en cuenta ya que de esta forma se puede definir
que esta variedad obedece claramente a lo egtablecida
primerampente  en zanastioraa (Steward y Reinert, 196%) ¥
pusterioresente para otras especies. Cuando los cultivos se colocan

en un @sedio que carece conpletampente de reguladores des
crecimiento, las respuesta es yue ge desencadene el proceso de
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mortogendsiu somftica este evento-ha | sido’ observado tambidn’ en
malz por vasil, (1983); Kamu.(‘l'yﬂ?); ;

vartedad sucede Lo mismo.

En este tratamienlo la vartedad), Cnhlqueﬁb " i : ‘(N6) no

presentan formacién de embriones so-&c;cos pero ’ observa

aungue N0 es  muy pronuncirada, Llerta orgdnx acl6n celular.'Este

arreglo celular estf formado por céLulas redund‘ y dlergddas de

tal forma que se puede decir gue ambos tipos celulares‘guardan la

mrsma proporcidn.

Las variedades que se colocaron en medio R, fan mente prgseutuﬁf

una consistencla muy bofa por lo cual no ttdleraron ’ “tratadas

para oblener preparaciones fijas, de laSpo cas qUL e llegaxon a

obtener solo se observan las paredes celulares y conmo esto ho e:b
uniforme, no se puede determinar su organlzacidn celular.

De la variedad VS-22 se obtuvieron preparaciohes fiJaS en- las. que

st encuentran eubriones somitlicos en  etapa globular y  en Lres

estadflos de desdrrollio (sicrofotograffa 1) ya yue estos eabrioides

varian claramente en su Lamaio. Si se observa. la i;gura 5 ; las‘
estructuras que en estas nLcrototograEIas apreciamos. son’ lui

similares a las que se marcan con E y F 8010 que en esté caso  se

trata de una embriogendsis cigdtica.

En la microfolograffa 2 se observs que los emb'ioﬁéslsurgen de  un

Ltejido formado por células pax'enqu;naL&s},rg”yﬁrQSL' } o vieha ——; .

reafirmar la 1dea que existle acerca de.la:plasticidad qué dichag
células  presentan  para  volver  a - retomar VsuskVCdraccer!sthas
meristeadticas (Esau, K. 1982} . Fanbidén podesos observar que o
Lravds del Lejido parenquimaloso, exisle uh Lejldo vascular y este
es otru hecho carsclerfstico de  uina  esbriopendsis soesitica. es
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decir, parte de las células parenquimatosas se diferencian en
tejido vascular el cual va a estar cubierto de estas mwmismas
células, las cuales para este caso son c8lulas alargadas que se
encuentran comno base para los embrioides (maicrofotigrafia 3).S5i se
observa con mis detalle (160 X ), se ve que existe una estructura
entre el embrioide y el tejido parenquimatoso que bien puede ser
el suspensor.Esta estructura no se observa en la aicrofotogratfa 4
1o cual puede deberse al nivel donde se hizo el corte, sin embargo
en ambos ( 3 ¥y 4 )} se presenta una organizacién celular en la»r
periferia que constiluye a la epidermis.

En esta wvariedad y  por los cortes obtenidos,también i se

localizaron proeabriones somSticos { aicrifotopgratfa - 5

cuales ya presentan una organizacidn celular en la ‘perifersa;’ -

(protodermis) para dar origen a la epiderais, en su interio

hace notar claramente como lo seffala la flecha: Es;ai
no se encuentra fija a ningun otro tejido 1lo cudi::
que el tejido base no resistid pasar  por "la‘"
histoldgica y esto se puede noLar porque solq se'
paredes celulares. L :
En cuanto al tejido de conduccidn.. en: eéépﬁ“
(microfotograffa 6) pr;ncxpalnente'fcéldiAs

distinguen por tefiirse Lntenuanentel‘

Se presentan olrog cortes en los que S6€ Ve COmMO. €8 . que.  a  partir

del mismo  tejido  parenyuimatoso’. *pbfutigrdffd 7) -pero en

diferente regidn, surge una rafz (4} y. un. embridn somftico (b).
Ksta fotograffa es muy alustrativa ya que permile establecer
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pdrenquxéulus«m
”neJor en .lcl
ogr . ; pesar ‘de
) SéEyféhvpéﬁueﬁa.‘ya presen Alzg@cl&n celilar y por 10

‘ dﬁé:qgéistemStiCd.,

‘en”eétJS sicrofitogratfas ( /
de desarrollo mis avanzado que
los que observanos en Las ixcr [otlgrarlds 1,2.,3,4. Und dx[erenuAa;;
notable en cuanto’a la futur [ :

la organlzdcién celulur és uulforne pur 10 que se puede decir quel

En la nxcrlfuLograffa

anterrores, solo que en este caso ;. eabrioide ~se’

‘encusnlran totalmente aparte;"l ‘tambidn . una -

regionalizacidn celular por. 10. que'” ge” disLihgﬁe la . zona - que’

comprende la caliptra . y la’ i aeristemStica; © tods ¥ esto

delimrtado por una capa que ad lé ebiderlls.
El embridn somftico se encuentra #ortﬁdo longitudinalmente y  esto

peralte apreciar el haz vascular, en- cuya superficie - ggcin las

cdlulas parenquiiatusaQ de 1&& cQ;les se origiha.Se observa la
epidermis y el tejido provascular del embrioide, la organizacidn
celular es uniforme. En esle caso no se observa la presencia de un
suUspensor, pero esto prubablemente se debe al nivel que se hizo el
corte. El tejido vasculdar qgue presents este embrioide es similar
4l yue se muestra en los eambriones cigfSticos de la figura 5.
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También se observan cortes de tejido vascular. nismo que  se
encuentra rodeado de c®lulas parenquimatosas lo cual apoya la- idea
de gue el embrifn somStico no tiene coneccidn con ‘el tejido

vascular tal como lo plantea Raghavan (1976).
Con el t'in de comparar nuestros restltados con los  obtenidos
por otros autores, se presentan dos fotografias de embriones

somSticos. El de la izquierda se obtuvs en el presente estudio y

el de la derecha corresponde a un embrién somitico de B jinermis,

Lomado del caplitulo 2.4 del libro The Developmental Biology of

Plants and Amimals.{(Wareing, 1976).

Asf  en las microlotigratfas que aquf se selalan coamo el.

mdmero 10, en ambos cortes podemos observar que ' existe | Uﬁ"Lipoi

célulﬁr caracteristico ¥y gque existen regiones mds - de ds;;lés;"
cuales posiblemente sedn sitios donde la dLvlsiéhr celular: es‘
sumamente intensa. £n "A" no se nota el suspensor Qb eétofjse
debe a que el corte se hizo en una regidn m=mis alli de Vésté
eslructura.

kspecificamente en las figuras 5 y 6 , ambas representan él
desarrollo de un embridn, solo que en €l caso de la figura 5 se
trata de una embriogenSsis de una planta monocotiledd$nea y el
desarrollo es in situ. Latigura 6 representa este desarrollo pero en
una dicotiledonea pero aquf si es una eabriogendsis somftica.

Ambas figuras peraiten hacer una comparacién a groso modo de las

elapas de desarrolilo durante los dos tipos de esbriogem$sis; La
etapa globular gque se presenta en las dJicotiledoneas, la  podemos
apreciar hasta la elaps G de la figura 5, en uua

monocotiledonea. finalmente la etapa de torpedo en el caso de
la planta dicotiledones en que ya se diferencian los dos  coiledones
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y el haz  vaSchlar. Lo~ mlgao: pasa  an. 1la. planta’ amonocotilédonea,

sulé que‘e’n:v,'esl;g: LeBBO. L '. ;- QQ;;!E!(]}I)‘ quew_le jgual

manera’’

que’ c.onl:xr.uyen a L’thdb esLx m_Lur.ss En:

nueera que esLas :_-Slu_ldh Lleneu for 'ppregl

celular sumauente delgada ’debido d.w idiéuqu

constantesente, su. citoplasma. se obuer ‘el inlcles . es

tan -grande gue ocupa una - buena porcién “volumen. celular. 'y

el nucleolo tambidn présenia ~"Vun se - tifie

intensasente. El drreglo celular es caracterl stico de: una reg:én

neristeiév_ica. ddemas no’ exlsten’ E e}n!.l'e, "'r

células.
Todas | estas ‘una célula
i[erencxdou’ur

nis man_.uld. i

se! presentaron c..ambx.os Cenailas)

La

uelular. solo uue en‘este caso seltrat

(hexagonal) y cériﬁla‘s‘ que




‘£n' el extremo derecho - se - presentd . tejido” Eo;-édo por - cflulas

parenquimdtosay. .

Tambidn S8 observs otro tAp§ de. diferenciacién celular, la cual
éopsigt&;S final-ente una ralz. La mlcrofotograffas 13 muestra como
égta éét;dccura. Tiene smarcada clarasente una regionalizacidn
ce;ulhf. asl ﬁudelos distingulr la cofia, la  caliplura, en el
:yd#ntréide esta estructura se observa la zona meristemitica, y mis
arriba‘laazona de alargamiento celular y superflcialmente se

epcuentra a la protodermis.

Tratamyento Il {e/GAD 5/7ABA)

‘vEnfeﬁLe tratamiento He obluvieron muedtiras de cultivos que se
encbntraban tantoc en medio R com® en medio N6 y en ambos casos no

‘e observd organizscidn alguna exceplo para la variedad VS-22 @
la que se llegd a observar célulss parenguimatodas muy . poco
organizadas lo cual no corraesponde a ningun tipo de

diferenciacién.
Tratamiento IV {c/GAs c/ABA}

En este caso solo en low cultivos que se encontraban en medio
No se pbser&& clecta organizac:iin en la que se presentan células
beqﬁeﬁus. las cuales no presentan caracter{sticas
meriutesfticas. Estas cdlulas se encuentran acoapaifadas de cédlulas

a%s prandes y alargadas (Otra Lorma de celutas parenquisatosas).
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Aunque este Lejido no se carcherfzd col

e.brxugSnxco 81 ge.

presem.d una xegloualxauc;én deda pur ‘v"luur dos l.1pou' (.elu.l:n‘«-s.

AdenSs de est.o ,Lubt: neuc.l.cudr que se px'ebeul.au pro\.ube:nam.lus'

(abultamientos celulares), pero no' _se B Lru'.a ’, de. . (.mbrlunes

somSticos.
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Y. -DLSCUSION

Las  variexdades enpleadas en esle trabajo, rmuesiran
caracleristicas 1mportantes gque las hacen aptas para poder
Lrapajar <on ellas bajo condiciones in vitro, estas aptitudes se
pueden apreciar desde el momento en que, de los eabriones wmaduros

de cada una dJde las variedades se obtiene la formacién de callo,
esto aungue no es una respuesta pareja en todas las variedades. ya
es uh elemento 1mpolrLante para saber que s1  se pueden panipular

bajo condiciones ip vitro. Para poder definir cual es la variedad
que presenta mejores caracteristicas como ya se menciomnrs
anteriormente en todos los casos se hizo un amalisis visual que

fue apoyado por un analisis estadistico

En este caso para la induccion de callo tanto visualeente
como estadisticamente, la variedad Chalquelfo es la que presenta
mas capacidad para la formacisn de callo en ambos medios de
cultivo, principalmente en medio Ri.los embriones dé estla variedad
no solo tienen aas capacidad de generar callo sino  ademas la
cantidad es mayor que en las otras dos variedades.

Las variedades VS$-22 y H-135 presentan también una buena
respuesta, solo que en este caso las cantidades son menores.

Esto apoya datos de otlrog autores (Green, 1982; Duncan, 1945)
que indican que el genotipo es determinante para la respuesta de

cultivos in vitro.

Cuando se evalus la presencia de ratces y plantulas, también
la variedad Chalquefio fue la que presentd® senor cantidad de estas
estructuras, las otras variedades muestran un desarrollo abundante

de ratces y de plantulas; esto 1o podemos coutirmar i se revisa
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el cuadro / (apdndice). De cierla manera ya se empieza . a uostrar
la diferencia en cuanto a la respuesta de los genotipos, esto es.

porque definitivamente se puede decir que el medio de cuthvo'{no.'

tiene una influencia relevante para que se. dé  fa fornacién' de- .
callo, adeafs, las condiciones de siembra ‘e

aismas, de este modo se puede decir con plen

que' se’ obtuvieron, los cualy cre lnlenco deﬂ

los cultlvus.

La respuesLa en Lrecxnlento que; defluit)vaneute depende del

genot;po, no- se puede pa§ar:p0rfalto a“influencia que  tiene el
cambio de los cultivos de qnymédiu4viéju a un  medic uwevo,  es
decir, el callo aunque no ‘fue’ manipulado’ al ser resembrado,

sienpre Liene que pasar porfuna'étapé de reacondiciotiamiento en el

nuevo . medio de culcxvo.‘lo cual inﬁli¢é’que en ese periodo casi no
exista L!uLLNLeHLU
" EL callo'de ndI4 duran vél ‘cambiando  de

cousigtencla friable-a co-pact tdnb;én se da un ca-bxo Tan Eu e

coloracisn, en esLe caso de una’ col rd L*n b dnquecina pasa a ser

casy de color café.

El callo del cual - se  papte -para inducir '-el proceso de
eabriogengsis soaltica, presenta “las ‘caracteristicas que lo
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catalogan como callo tipo I , (Tomes,; 1985).

Conu ya hé B;du reportado, es importante un incremento de sacarosa
en 'éL S medio U de cultivo {Vasil,1982; RadoJevic,lgBA}
Novak,1987;buncan,1989) 'y AgNOs  (Songetad,1988; Phillipe,19849)
para’incresentar la formacidn de embriones somiticos en cultivos
de mafz. En este trabajo al transferir los cultivos a un medio con
estas caracterf{sticas y que ademis se encuentra adicionado de 0.5
mg/l de 2,4-D , se observan ciertos cambios tanto en su textura
como en su consistencia, de esta forma se pueden distinguir en la
superficie de dichos callos regiones en las que el tejido es mucho
m»&e compaclto, lo cual provoca que se formen abuliamientos ¥  esto

es lo que se define como regiones embriogénicas, que de acuerda - a

ilas caracterfsticas celulares son zonhas donde existe una. intenss

divisisn celular.

La respuesta que los cultivos muestran en esta segunda etap' es un’
poco diferente en ias tres variedades. La variedad VS-2 esllaVQUe
responde mejor, ya que ademis de que las caracteristicas del céllo
son propias de un cultivo eabriogénico, en estos fue donde se
registrd el mayor ndmero de dichas regiones esbrlogénicas y mis
especliicanente en los cultivos gue se encontraban en el mexiio
Noo. 5. En general en este medio es en el que se observaron mSg
regiones eambriogénicas para todas las variedades , as{ entonces en

el medio Ro.s se observa una respuesta mis pobre en los callos.

Con el incremento "en la sacarosa bisicamente 1lo que se

pretende’ es é1 aumento de la"osnolariddd'en el "medio de chtivo*x"'5

porlo cuaJ se provoca que el callo ‘pase s ger de consistencia muy

co-pach {esta respuebta varLa con el genotipo) La adlci&n de”

: Jba,



ABNO3 se realiz$ con el f1h de countrarresiar el efeclo ,qug “¥jgue?,
el etileno tanto en el crecimiento como en \a - manifestaci&n dél
procesc de morfogenésis de los cultives . ‘ -
Reportes resientes explican (Songstad, 1988) el efécto: dé dicho
cospueslo en el proceso de embriogenSsis y regénép?@;éu de pléntas
de mafz.Se ha reportado gue existe un altu'cuutéuidb de etileno
en cultxvos<que no son embriog®nicos, es decir, que no . tienen la
capacidad de producir esbriones somiticos.lLas :resxeubfasr son  un
factor importante, ya gue durante ellas “se vah‘ acumulando
productous  propios del wetabolismo celulaf{ uno: Jde ellos. es
presisamente el etileno, y es por eso :que' la "~ capacidad
morfogendtica de los cultivus, se va perdiendo'(por Ltener ‘un mayoxr -

ndmero de resiembras) mientras mis viejo sea diché cultivo), Es por:

ello que en este trabajo se emplearon cultivos'coﬁ 'so;qhénté.rdos‘
reslenbras. Como «]l  etilence etileno |medé eslar presenté eﬁ;
estos cultivos probablemente se e-plearoh en elvhonento léé'adecuado
para que el medio de cultivo fuera adiclnadé de AgﬁOa;

AdemSs de ¢stos dos factores, tambidén se - sustituyd el EMCbF

{regulador de crecimiento con el que se indujo callo)} @ por z,L—D.

wstlo se hizo debidu 8 que el empleo de esta {i1tohuormona ha sido ya.
muy reportado (Vasil,1982; Radojevic,i984) para  hacer ‘al:‘vcallo

embriogénico, Lal es el caso del Ltrabajo que: Kamo reporia eh}lgés.

en donde enplea Loda uua serie  de  concentraciones ‘de 2;&-0..
oblentendo los resultados m3s relevantes en los callos de nalz gue

se encontraban en  mediol No adicionado’ de. 0.5 ag/l ‘de “dicho

foorreguladur.

Eslos Lrés‘fachres,eu'gL cmedio de ‘cultivo,’ son’ solo el
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(6%-3%)

1a sacarosa ,ue “redujo

Tl cual pruvocs enel paso - del - Liempo C sy

cunéisLLuuia Luera caubzaudo 1QUL las {egxones;;
eubr;og&n;as que 11egarun a ser: pequeﬁos dbultanientcs se hxcierun
o mSis notorios:y en alguhub Ldbu Lretxerau. ] V
LadlsLlcanenLe la xeﬁpuesLu [ue nuy pobre, lo cual hace pensar
que ‘el medio de cultlvu debe ser-adicilonado de compuestios Laleg
coac . L—prollns (Arustrong— Green, 1985), compues tos de-
co-poschSn conpleja como el agua de ' coco (buncan,1985), Scido
abslicico (Close.1987). o bien,alguu compuesto que sea una - fuente

de Nxtrégeno adecuada en- el ned:o de cultivo.

En cuanto'a los requerxlxentos hornondle& es necesario definir -Ss
claramente una concenLrac;én adecuads de esta auxina hasta lleg“

a su elininqciénrquy;,en“el medio . de cu;tiﬁo.

Mucho tiene que ver e1 genotlpo ¥Ya que para 1nddcci$n ’aejhéailb

Chalqueno es- la VuPLEUdU que rebponue uwejor, niehir;s;qué en

el caso del creclmxénLo LVS-2Z es . la que’presenLa'lou méJures
rtesultados. ‘

Cuando -ya se someten los cﬁltlvos al - tratamienlo  para hacerlos

eabriogénicos, la Qarxeddd Chalguerio es la que aenos responde.

La variedad que mejores caracterfsticas presenta ( de acuerdo a lo

que se pretende) es la V5-22 en ned}o Nbo. 5.

Una caracter{stica iaportante que presentaroi los callos en  eSta

etapa fue el desarrolllo de rafces, para que se diera esta

respuesta tuvo que ver mucho el medio de cultivo en el cual se
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perdtendo con gi t. ipo;de “proeabrin

yue en este trabajo serle designd fde s "mis

aproprado bdra:so- terlou: a’ tratamientos posterlores’con‘el fin .de

propxcxar su’ creﬁ;.;ehto»y~su ndduracién. Otro‘tlpo'de proesbrisn,

fue el que s Luldlogﬁ Gomg Lipo 11, eL cual es  demasiado . friable

y no 11 eera eaLdr tan h;drdtadu Este proeabridn no es

Lonveulente ya Que en las resiesbras posteriores unicamente - crece
kco-o B luerd un callo pequeiio) ¥y nunca . se diferenclar por
goppleto;por,lo que tampoco es conveniente. para’los” fines - que ' se

persiguen en este Lrabajo.

hl Lipo de proembrid$n que m$s conviene pari este fxn eﬂ el quie fue

cuLaLogadu como Lipo El1l,el cual se obLlene eu .dyOP d“Llrdd Zen
el medi1o Nov. s, Este ti1po de eHLrucLura ge Laraclel fz.-_a por' Her
compacta lo cual le confirere cierta reslstencxa a Jos ca-b;ou que
ledan ocurrair al ser lranstferidos de un medio . a otyo, au-eutanuo
esto la probabilidad de yue dichas estructurqg " lleguen ‘a’ mer
eabriones somfticos.Adesfs de esto, olra razdn isportante por lo
cual se les condiders un buen matertal, es yue hagsta ese aomento
estas estructuras, Ya sée encuentran dilerenciadas por completo del
resto del calto.

Estadfsticamenie se determind que existe una respuesta  diferente
de los cultivos, es decir, en el medio Ru.s5 los proembriones se
presentan con aenos trecuencia alientras qQue en los cultives que
se encuenlran en medio Noo. 5 sucede lo conlrario, esto mueslla
Cldaramente fa rntluencia que el medio  Liene sobre los cultives.Si
sS¢ hace una comparaci<n de los componentes de ambos redlos, el
medio Koo s conliene mayor cantadad de CaCl2 (doy veces

m2s),y en cuanlo a la tuente de NitrSgeno tnorginico en este medio
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: se.da en torasa de nitrato mienlras que en el medio Noo.s. esta en
Vior-a de amonto. Adeafs el medio Ro.s Liene una fuente  de
NitrSgeno orginico que es el Hidrolizado de casefna.Estas son solo
algunas diterencias entre ambos medios.Tambien hay yue tomar en
cuenta los reguerisientos hormonales, enh este caso so0lo se esti
adicionando 2,4-D en una concentracid$n de 0.5 mg/l lo cual hace
pensar que la adicid$n de una citociuina como  lo plauntea  buncan
{1988}, puede mejorar la respuesta y as{ se incremente el nGmero
de proeambriones, es decir, lo que este autor plantea ea dar - al
callo un tratamiento con una concentracifn baja de auxina y AgNoa;
despdes de dicho tratamiento los callos se colocan en . un . mpedio

adiciovnado de una crlocihing, en este caso el autor enprlea ,BAP;'y

con esto 1ncrementa.la respuestaidefmorlogen§513 en rsas’

cultivos

“de mafz.

favorable és Leli

BAs -

fcultivuf

de”

befini ivanént elaedio

trabaJe con el nedxo N6 y de esta manera defxnxr qugz‘

convehiente es el empleo de este medio para  lograr @ unal

respuesta de morfopgendsis en los cultivos y mis espec(ficameﬁté éh

la generaci®n de eabriones somiticos. De resultar lo p;anté do

anteriormente, se pueden llevdr estos cultivos a medio qudido yia®

través de Este obtener dichos esbriones somSticos.
una vez que se logr® oblener proembriones somiticos, €L
PASO . tua propicldar su crecimiento, motivo por el '¢udl

nedio de culiivo se eliatn® el AgNU2 y el 2,4-D,La

de sdacarusd si1fulo siendo de 3%, pero ahora se ddiclond’ ABA‘en’ una’
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coudentracién de 0.5 mg/l, esto se hizo tomando como referencia lo
7:realizddo‘pbr Close en 1987, quien despGes de obtener eabriones
bsonitxyus de malz, procede a probar varias concentraciones de ABA
para proéxcxar su saduracidn y la concentracién m&s favorable que
Venconi.ré fue la que se emplea en este trabajo de tesis.

Aunque solo .se trabai® con los callos mfs compactos y due
presentaban las mejores caracteristicas eabriogénicas, la
respuesta yue dichos cultivoes presentaron, no fue el crecimiento
de los proesbriones sino que se presentd un desarrollo de tejido
vascular que bien se podrfa catalogar como aberrante. Aungue  la
respuesta no fue 100 b3 pareja, esta caracter{stica de’
vascularizacidn fue la que mf{s se hizo notar.

Dicha caracter{stica se ' evalud despuSs de que los callos
fueron tratados con GAs, lo cual permotid definir de manera "35
clara el efecto de los dos flitorreguladores y esto es porqgue
existieron Lratamientos que involucraron a estlos dos
fitorreguladores, a uno solo o bien a ninguno de log dos. Asl
entonces al evaluar el desarrollo de tejido vascular, se define
que los callos que no fuercon tratados con ABA  preseniash menos
vascularizacisSu, tal es el caso del primer grupo (cuadro 12} sin
embargo, cuando €l cultaivo ha pasado por un  tratamiento qgue no
lieva ABA y pusteriormente se somete a un tratamiento en el que el
dnaco fitorregulador yue se adiciona es GAs el desarirollo de
tejrdo vascular se manifiesta en mSs del 70 X de los callos, esta
cirfra cataloga al trataasiento coav el que afs induce
vascularizaciin. Cabe mencionar que el tLtratamiento con GAy se
realiz® con ta finalidad de propiciar la maduracifn de los

eabriones somSticos.En los otros dos tratamientos (c/ABA y c/GAs,
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c/ABA y ‘8/GA3) b& obliene t;mbxéh qﬁé ;Sa- de " un ’50 % de’ ;osi
cultivos presentan vasculaflzaclén. pero  estos ‘bordencéjésk no
logran alcanzgar al que presenta el gruporz.' :

Lo que se interpreta de estas respuesta eS que no. fue el numeﬂLo
adecuado en el desarrollo de log eabriones soalticos para
tratarlos con estos dos fitorreguladore, ya que en ninguno de los
casos se llegdS a obtener la respuesta  esperada (qrecimiento Vy
maduracién del eambridn somitico). Esto implica que es. necesario
definir claramente el aomento y la concentréciﬁn adecuada de
dichos fitorreguladores, que lleven a mejorar -realmente el proéeéo o

de embriogendsis somitica en los cultivos de estas tres variédades

de mafz.
Huy aparte de la vascularizacidn, cuando Lo culvaos,se-xtrggéfén
con GAs, se observd un canbxd e la c;néiutencia del caljofpasando_
a ser suamgmenie bola, pocos fueron los callos que - conservaror BQ'
consistencia original (compacta). Esto Gltxlob es |nportéutef de
mencionar, ya que tuvo consecuenclas auy serias en el - momento en
que se yulzo inducir la gerainacidén de los embrioides.Esto es,
cuando se hlzZ0 una tercera siembra en cajas petri  que contenfan
medio EMH |, a pesar de que solo s3e colocaron en dicho medio
los callos de consistencia compacta, la respuesta (no se evaluf
cuantitativamente) fue que no ocurri® germinacifn alguna, los
callos y embrioides tanto en su creciaiento como en su aspecto
tisico, no presentaron cambio alguno. Ademis de esto, lag
consecuencras a's serias se  presentaron al hacer el anflisis
tirstolSgico debido a que lLos cailos 110 resistieron el Lratamiento
de tijacidn y aucho menos el de deshidratacién, aolivo por el cual

no se llepgd a oblener desde el punto de vista hluLulégzuu muUestIas

no



suficientes de todos Lok cu:l!.i\)osA obtenidos. al o final .del

experimento.
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Y. -CONCLUSIONES

-La variedad de mafz que da mejores resuliados en cuanto a la
capacidad de tormacisn de callo y produccidén del mismo fue
Chalquefio en medio Rs y es por eslo que se define como la

variedad de mejor rendimiento.

-El medio de cultivo mas favorable para el nantenimiento  y
crecimiento de las variedades Chalquefio y H-135 es :el‘ Naz.

Ambas variedades siguen el @mismo patrén de cieéi;iéhfo'

durante todas las resiesbras.

otras dos variedades.
-kl callo del cual se parte para “Lener:

pigmentacién blanca ,de crecimiento lento, eglructurulmeulé o

complejo y que sea capaz de mantener. su- polencial @ de':

regeneracién.

-Una concentracidn  elevada de sacarosa en el medio de
cultivo, es muy importante ya que provoca La d;igrenc;acxén
en el callo de reglones con caracterfslicas meristemiticds
que mds  tlarde pasan a ftormar esiiructurss 1llamadas

proesbriones y que Finalmente daran origen a un eabridn
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somStico,

.- -La adicidn de AgNO2 es importanie para el cultivo, vya - gue

provoca gue en el callo se reafirme =mis esa consistencia
compacta y por lo tanto sean mi{s evidentes los pequefios

proembriones en la superficre del callo.

~El medio de cultivo Néo.s resulta ser wSs favorable tanto
para hacer al callo cabriogénico como para la -formacidn - de

proembriones somiticos.

-En esta etapa de desarrollo de los esmbriones somiticos, ia
adicifn de ABA y GAz no es conveniente, por lo tanto es
necesario definir el momento y ademis la concentracidn
adecuada de estos fitorreguladores para que se propicie un

mejoramiento como tal de este proceso morfogensStico en mafz.

~Los cultivos de la variedad VS-22 que fueron colocados desde
la induccidn de callo hasta el cultivo final en nedio N6 y
yue corresponden al tratasmiento Il (8/ABA y s/GA3) , fueron
los dnicos en los yue se presentd el desarrcollo de eabriones
som$ticus, los cuales se identificaron plenamente a través

de cortes histolsSgicos.
-De acuerdo con lo obtenido en este Lrabajo, el evento

norrcgenétlco de 1nterds, se desencadeno una vez que el

callo se colocd en un medio libre de fitorreguladores.
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-Kl anffisis histolfeico de los cullivos es determiiante para
definir la ocurrencia de un evento smorfogendtico y de esta
forma identificar claramente a los embriones somfticos en un

cultivo esbriogenico.

~E8 necesaria la elaboracidn de un protocolo de trabajo ;que

permita realizar estudlos con mis precisidn del proceso. ue}'

embriogendsis somitica desde los puntos de vista bj,old‘gicoly’

bioquimico.
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'variedad vs-22, en tres estdlos de
desarrollo ( 10 x).

mostrando: Tv = tejido = wvascular,

X = xXilema.

chrofotograffa 3 y 4 .- Eabridn gorgitico en etapa globular
: {1}, acercamiento ({160 x)qgue permite
apreciar con mis detalle: E = epidernis,

8 = suspensor,Tp = tejido parenquimstosc

Microfotograffa § , -Proeabridn somitico con un aumento de
160 x, por lo cual se nota claramente:
E = epidermis, ca = células con

caracterfsticas meristemiticas

Micrototogratia & .- Eabriones gomfticos en etapa globular,
el aumento al cual se encuentran (40x},
permite aprectar : E = epiderais,
S=guspensor,Tp= tejido parenquimatoso

x = xilema.
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Microfotograffa 7.- Huesr.rd un corte longl,tudxnal de una’ raIz

ta) y un e-brj.-Sn so-&clco (1

(b} a mayor aumento (140 x),
permite apreciatr: S= uuspexusor Tp: Le;xdo

parenquimatoso, Tv= tejido vascular.
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Hierot;cograffa 9.- Corte longitudinal de un esbridn somftico
‘ y una ralz. En la rafz podemos apreciar:
E:epiderais, za:zona meristesStica,
ca:caliptra. En el embridn somitico se
noWR claramente:E: epidermis, hv: haz
provascular del eabridn. Tv: tejido

vascular.

Microfotograffa 10.~ Comparacifn de cortes histoldgicos:
‘ (A) Corte longitudinal de un embrién
somitico obtenido en el experimento.
(B) Corte longitudinal de un eabridn

somitico de bibliograffa.
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Microfotograffa 11.-Células con caracter{sticas
: meristexsticas, las cuales constituyen a
los ‘embriones somfiticos obtenidos, el
aumento (160 X) peraite distinguir:pc=pared

celular, c=citoplasma, N=ndb1eo.n=nucleolo

Microfotograffa  12.- Células especralizadas formando el
tejido vascular, gracias al corte y al
aumento se auestrazex= cdlulas del xilema,
La= lamina media,f= floema, cp= células

parenyuimatosas, (40 x).
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Hicrofotograffa 13.-Corte longitudinal de una rafz en el que
: se puede aprectar claramente cada una de
BUS partes :co = cofia, ca = caliptra,
za= zona meristesltica, pd=protodermis,

za= zona de alargamiento celular.
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Figura 5. Desarrollo de un embridr cigético (monocotiledonea)



Globular Acorazonada

Cotiledon

Apeéndice del brote
Protodermo

Meristemo fundament a)
Proc ambium

’——\ Radicula

Torpedo

F,‘,g;”. 6. Desarrolle de un embrién somitico (dicotiledanea)
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|variedad  Medio
LU eultivo

1134 ©oo 899 537 450

14.0 86.0 54.0 46.0

Cuadro .7 . tIndica los valores de apreciacién para la induccién
de callo, desarrollo de rafiz y de plantula en cada

variedad.
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Aot descallo
L primario(gr)

_indicael rendisiento de cada, una. de Las \ia;i&dadéﬁ

LtoLal  de elbvrjii:;ne;s

o anbos wedios de cultivo. E

semprados lue de Séby,
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Medi

cultivo

Né62

Nbz

Noz

o.de

: pesg (g)
X

% de 1n-
cresento
bs

peso (&)
X

% de in-
creaento
D s

peso (g}
X

% de in-
cresento
DS

peso (&)

% de in-
cremsento
b s

peso (g}

% de i1n-
cremento
DS

peso (&)
X

% de 1n-
cremento
bs

~ Parmelro Praimera

resieabra

Segunda

resieabr

Tercera
a| resieabra

Variedad Chalquefio 1

4.20 8.16
0.85 1.16
—_——— g1.54
——— 0.4592
3.93 21.49
0.26 1.43
—-——— 446.8
—— 0.3787
l Variedad vS-22 I
11.96 41.75
a.60 2.9
—-—— 249.1
—— 0.7520
13.02 38.42
0.87 2.65
—_— 194.9
~— 0.5213
Variextad H-135 J
15.73 21.39
0.58 0.79
—— 36.0
——— 0.2755
18.348 49.76
0.88 2.37
-— 170.7
-— 0.490v

11.92
2.38

179.8

0.7485-

42.88
2.86

991.0
0.8434

73.08
3.66

511.0
1.2254
45.45
3.03

249.1
0.1870

34.16
1.27

117.2
0.3856
73.95
3.5

3v2.3
0.4920

Cuarta
resieabra

13.02
2.6

20S5.6
0.3&70
44 .51
2.96

1032.5.
1.3590

98.1
4.9

719.8
0.8786"
61.3
4.1

370.8
0.5212

43.31
1.6

175.3
0.3476
77.53
3.7

321.8
0.216/

Cuadro 9 . Muestra el incremento en el crecimiento del callo
de las tres variedades de malz,
resieabras tanto en medio Rz como en N62
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5 Incremento (g)

E@rr [(Owe:

1 2 3 4
No. de resiembras

GRAFICA 1L.CRECIMIENTO DE LOS
CULTIVOS DE LA VARIEDAD CHALQUENO
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R Incremento (g)

EZwe e

+
4

-t

No. de resiembra

GRAFICA 2. CRECIMIENTO DE LOS
CULTIVOS DE LA VARIEDAD V5-22
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s incremento (g)
Rz [INe

5 )
+ -+
4

No. de reslembra

GRAFICA 3.CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS
DE LA VARIEDAD H-135



Ned§6 de

‘N&o: 5
cultiv FErL I

Formas
blanquecxnas

Cuadro,‘g0~.~Eva encuencra

an’ la atapa IU ya que al fxnal éstase' espk,

la Presencxa de reglone= embrxogénica
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‘Megio Rols

.ﬂEvalua;ién de la cantidad total de proembriones en

[ .cada medio de cultivo.
““t1po 1: consicttencla viscosa y muy hidratado
tipo 2: consastencia friablse pero no hidratada

tirpo 3: consistencia compacta
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uacidn delos - callog con vascularizacisn en

V’Xas cuales contienen medio adicionado
“de G.S,mg/l de AGs. Estos callos  fueron tratados

previamente corn ABA (0.1 M.
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F;ar;é;ia mer
P bofo

Compacto

Necrosis’

Totalide *
callos’

Cuadre “13 . Evaluaci4n visual de la apariencia del” callo, la
cual se realizé tomando en cuanta bisicamente la

consistencia.



Compties o

©CaCle % mea
' NH G

(l‘w;h' )z@a
KNO3
Cdc;z_b HZ0 . . S
Kl

“KHzpos

Ha0a

Na2Mo0s

MgSUa. /s H20

MNS0:. H:0

ansSus s Hzo

Cus0s. S H20

Febta., 7 HO

EDTA. ‘Na-

Hiarwliizado dv caseina

ayo-inusitol

Ac. nicotinico
CREFiAOX1DHCHCL

flamina~HCL

A

Glicina . o : . E g 2.0




CUMHUS LC10N  DEL: MEDLU HS.

Compueste Constltuyentes’ inorpanicos

B x.o(,u ©

KOs

) ra.;uo:
Naztous
Mes0s, /7 HzO

MNSL4. 4 H20

Cusvs. b H20

LASVs. / KO - E L iee
Fesvs. 7 H20 : BRIV RI T
EDTA .Na2 37.3

Constituyentes orginicoxs

fayo- Ju-mi.ll.ol - ’ . 100

AC. nicolinico : o : 0.5
Pirmoxina—ﬁcl ‘ < : i : . e - IS e
fiamina-HOL : : : v.1
Glicing Lk : 2.0

(MS) " M0i0 Lusal Hurabhige-Skoug (19e2).
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