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K.t·· proceso de· mortogen.Ssis baJo condiciones !!!. vit.ro, ha sido 

un itHJ>t!C.lO étl que ae han enfocado auchas de las investigacio11es 

4ue t:lt! .. redlizan actual.mente en el campo del cultivo de tejidos 

veget.alea. 

Jo.'.lc ma1z e.s urm espeC.Lt:! vegelal suma.11.Emtt:! i111µorta11tt a 111vel 

mundial P<>l'.'. lo cual ha sido estudiada bajo condiciones !n vitre, 

cJeude 1!:14"/, logrando hdsta la fecha adelantos importantes en el 

conoc1.1u.e11lo de !:JU 1.J10J 01::( a. Ut! e"'>t..tt forma e11 el µrese11t.e lrCJl>aJo 

se empledron tre::; variedades de ma!z (Chdlque~o. VS-22 y H-135), 

dt= H1s cuales Se.:! pretem.Ji6 inducir a través de las técnicas !.n 

yi tro ltt J ormCJci0n de embriones !iom.5 ticos. Para lograr dicho 

objetivo, en primer lugar se propici~ la formación de callo, 

empleando el mee.ha t.Je cultivo "H" (m.odificacüSn del HSJ y Nb 

ambos aUicionados de 4 11.g/l de HCPP Al fina.l del periodo de 

i11<Jucc1én se evalu-5 ld respuesta de formaci•Sn de callo para cada 

vdr1edall e11 cada medio de cultivo. 

La mejor respuesta se observ6 en el medio fh uurlo para la variedad 

Chdl4uerio como Pétrd id H-135. IU 11.edio N6 fue adecuddo ta•btén para 

la v.ar1t."C.JacJ Cfl.alquerio y µara. lo VS-~2. P0Hter1or111e11le el c1:1llo 

ol>lenido ::;e coJoc6 e11 un medio de creci1111eut.o con el fih de 

incr~mentdr les cant1lldd de material bio16gico (los cultivos se 

rcseml>rdron úurdnte dos ocas1onesJ. Oespué8 de la 

1·e::He111bra loH cul t.ivos se colocaron en un medio especial parct 

Lut:rdr que el Cd l lu tut!rd e•br1ogénico. este me.Jio (tanto H coao 

NbJ. 8e encuentran ddlcionadoti de 10 •g/ l <l e AgNOi y 6 

:o;rlcaro::;tt. Una vez que el callo fue tra tddo para ser 

e11briot:~S1uco, 8e obt:i:erv~ un cd11bio en lds caracter!sticas que 



originalmente presentaba, es decir, la coloraci6n cambió de 

bldnquec111a a amarillenta llegdndo a ser casi -café, y su 

cuusistt!ll<.:.J.a µd::»6 et ser su.11a1ne11tc co11µctclét y 11ucaJ etl;iltoses. 

·ro.Jos los cdllos l-IUe pr~enldron estas caracter! s ticas se 

colocaron en un met.ilo dtJlc1onacJo de ABA y poster1oraente de GA3 

con ld flndl!Uat..I de prop.tc.tar ld .mddurac.t~n y ger.minacién de los 

embriones 6omáticos.Co11 el fi.11 e.Je corroborar la µresencia de estas 

estructuras en los cultivos, se rer1liz·~ un análisis histológico a 

travéH del cuctl se deter11i11S que los callos que 110 fuerou trélt&dos 

con ABA ni con GA.3, µreaentaro11 

diferentes estdd!os de desarrollo. 

eHt.ru e turas embrio~uicas en 



lNTROllUCCION 

Kl ma!z es una especie vegetal con un alt.o grado de 

do•ei;ticación Hin: embargo, a pesar de ser uno de los cult.ivos 

•eJor conocu.los • su potencidl genético no ha sido totalmente 

explotado y por lo tanto el aprovechamiento de este recurso 

es menor.de lo que p<.>dri~ esperarse. 

En México, como en el resto de Ldtinodm~rlca,esta especie es 

ld bdSe de la dli1u:~.ntdción de su pobldcién, dCtualmente no es 

posible satisfacer esta de.manda interna con los niveles de 

producci6n por lo que la región se ve obli~ada a !aportar grandes 

volu11enes del cereal, lo que trae como consecuencia la salida de 

divuias. 

Espec! ficamente en nuestro país, adem.ís de que no se 

satisface la necesiddd de este recurso, existe un proble.md dÚn a~s 

grave y es que ld superficie sembrada con mafz es cada vez menor y 

esto se debe a la modif icaci6n del uso del suelo. COllO 

consecuencid <.le ld ripida urbanizaci·Sn y el deterioro de los 

ecosistemas. 

La tüot.ecnolog! a veget.al puede ser una alt.ernat.iva para la 

busqueda de solUciones a una parte de la probleaáticd que 

presentd ld prcx.Juce.i·5n de mdfz. 

~l cuJt.1vo de t.eJidos veget.aleH es, dentro 

perspectiva una de lds mís .importantes, ya que a trdv~s de sus 

tJ'cnicas, permite abordar el dn~lisis de ld capacidad morfogenéticd 

de las variedades empleadds en la producción de semilla en nuestro 

país. 

En particular, el mdÍZ es un especie sumdmente difícil de 

establecer baJo condiciones de cultivo !.n vitro, además de ésto son 

real•ente pacas los genotipos de ~ta especie que hasta la fecha 



hdn 1~wnl.!.u..10 d ld cstJ.mUldci~11 pdrd qut:= tsc dé el proceso de 

aorfogen~s.is. A estd prol>lemática se debe el poco avance que .. se 

Llene en el conociaJ.ento lit! dicho proceso y es que existen 

µ1·ocesoH uiurfo~~u.S.t.icu~ uor11alt!s dunmle el desarru'llo -;·d~ laH 

pldntas 4ue no lidll s.i.t.h.> út:!l>J.<ldmente e..~t:udidllos~ . Asf -.-·}·t.u~/- n~·,·_ i:;~ 

conocen con precisJ.ón los procesos hls~ol~glcos, .fisiól~gicos y 

bioqu!m.icos que se involucran en la formaci6n de las 'estructuras 

que originarán fi11almt:11t.e uua pla11t.a. 

B.~sicament.e en est.e t.ralJajo se pret.e11de alJordar el estudio de 

la embriogenésis somática en tres variedades de maf z, las cuales 

tienen grdn importancia econ:Smica en los estados de Puebla, 

Tlaxcala e Hidalgo. 

En este caso, para el estudio de tal proceso morfogenétiCo se 

t!mplear! un compuesto que es el AgN03. Se~'5n t.rolJaJOH antt!J"io1·et1 

este coapuesto, incrementa ld capacidad morfogené-tica de los 

callo~ de •dÍZ ( SOngstad et al. 1988> al actuar como antagonista 

t..lel efeclo J.nhibitorio que tiene el etileno sobre el cultivo. 

Cabe mencionar que es la pr1mE:!rCJ vez que las variedades 

empleadas en este trabdjo se someten a tal tipo de tratamiento por 

lo cual es conveniente ld realizdción de un est.udio histolégico de 

los cultiVoli finales, con el objeto de evaluar m:is claramente cual 

fue el avance del proceso de embriogenésis somá.tica en cada una de 

las variedades empleddas. 



3.-HIPOTESIS 

Dado los antecedentes que se tie11en en cuanto al empleo de 

dltas concentrdciones de sacarosa y de ld adición de AgNCh µara la 

obtenci6n de cultivos de callo~ embriogénicos, se espera que de 

ib7llal forma al trabajar bajo estas condiciones con las variedades 

vs-22. H-13s y 

embriogénicos. 

4. -Objetivo generdl 

Chdlquef"io. taabién St obtengan cultivos 

DeLer11i11ar las condiciones de cultivo que permitau im.lucir y 

mdntener cultivos embriogénicos de mdiZ en medio sólido. 

Objetivos particulares 

l. - Definir i:l t.rav.Ss del emµleo de difereut.e1;; medios de 

cultivo, cual de ellos es el aejor para la inducción de callo en 

cada una de las variedades de aaiz propuestaa. 

II.- Definir la importancia del empleo de una 

concentraci6n de sacarosa para la obtención de un 

embriog6nico. 

elevada 

cultivo 

111.- Determinar la importancia de ld ddición de Agt+03: para la 

cbtenci6n de 

embriol:~nicas. 

un cultivo de callos con características 

IV.- Hedlizar un anSlisis hlstol6cico del aaterlal blol6glco 

obteuido de los diferentes tratamiento~ con el fin de deterainar 

cual es el -~~ adecuddo para que se dé el proceso de e.abrioginesis 



5.- FUNDAHENTACION DEL TEHA 

~.1.liiolog!a de zea ~L. 

5. l. l. Ubicdci6n taxon-5.micd 

Reino Vegetal 

División Anthophyta 

Clase Honocotylt<..1011ae 

Superorden Co-elinif lorae 

Orden Poales 

Familia Poaceae 

Subfamilia Panicoidae 

G6nero ~ 

Especie ~ 

De acuerdo con Dahlgren et dl,(1985). 

s~1.2. Anatoa!a y morfología 

El ma! z tiene un ciclo vegetat.ivo que puede varil1r et1tre los 

80 y :.!00 d! at:1 co•prendiencJo de1::1de la 1::1ie1111.Jr·t1 hasta la cot>echn. 

Esta 1 .. danta puede lle¿;ar a tener u11a al tur·a que va desde 40 a 60 

cm en variedades enanas y de 2 a 3 m en variedades gigantes. 

En generdl no se producen macollas (ramificdciones), cuando ~stos 

llegan a presentarse se originan del nudo bdSdl. La ralz surge de 

ld rddlcula del embrit511 y <.JaUo 4ue éstd es tempordl, se cJ.Í ld 

formaci6n de rd!ces secundarlds a partir del nudo basal.Tambi4n 

exíale11 otro t.il-10 de ral cet:i: que van a t:1out.e11er a la µla11ta. lut:i: 



cuales se desarrollan a partir de los nudos aás pr6xiaos al 

suelo; ld foraeci6n de estos tres tipos de ra!ces es •uy 

impartante para la planta ya que ade.aás de tener la funci6n de 

sost6n. son ele.mentales para la absorci6n de nutrientes. 

El tallo es cilíndrico y está dividido por aproxi•adamente 16 

nudos. dentro del parénquiaa del tallo el floeaa carece de células 

de transferencia. sin embargo. se pueden distinguir dos tipos de 

t.ubos cril>ooos. uno con paredes relat.ivamerrte delgadas y 

abundantes conexiones ci toplas~ ticas con las c~lulas 

acoapa~antes; el otro tipo tiene paredes m~s delgadds, carece de 

células dCoapdf'iantes y presenta conexiones con lat3 c6lulas del 

parénqui11d vascular. Al igual que muchas monocotiledéneas el aa!z 

no presenta un cilindro Vdscular definido. pero si t3e obt3ervan 

hace1:1 vascularel:i que corren paralelament.e en 1013 e11t.re11udos y que 

integrandose forman una red en la región donde se encuentran los 

nudos. 

Las hojas parten de cada nudo de dos en dos. están opuestas y 

su vaina forma un cilindro alrrededor del tallo. La diferenciación 

de la hoja se da a partir del tejido meriste.aátlco apical antes de 

que se inicie la diferenclaci6n de la inflorescencia masculina. El 

tdllo principdl de· la planta termind en und espiga que contiene 

esµigui1lat> et>t.a11inadas de dos flor<....os y cada flor con dos 

est.aml.>res y css! c;onfurmt! las floreH se va11 al>riendo. lat> a11t.eras 

HOll t::m.pujadas hacia afuera por el alargamient.o de sus f ilam.ent.Ut:i 

provocando ~Hlo .::1 dcoµrcndimient.u de loN t;ranut> de polen. La 

mazorc.;cs t:>t! orig111a como ramificaciones e11 los nudo1:1, cada uua de 

el.las est~ integrada por un raquis del que surgirán las espatas y 

la mdzorca aisma.l Figura 1 y 2 ). 



HORFULUGIA DE UNA PLANTA DK liAlh 

lll Plantd 

(21 .Tallo 

(3) Hoja 

(4) Sist.emil rad1cula1· 

(5) Raíz i:ie111nal o µr111c1µal 

(6) Ra!ceB advent.ic1al:§ 

(7) Raíces de sosten 

(B) Rafees aereaH 

(9) Inflorescencia masculiua 

(10) &sp.lguillas. und sJsll y la otra pedicelada 

(11) Flor mdsculina 

(12) Par Ue ~lumas 

(13) Tres estaabres f~rtiles 

(14) P~stilo rudimentario 

{15) I11flore12ce11c1a J.J1Ht.1lada 

(16) Hadd ldteral moJi[.lCddd 

( 17) Hojas culJriencJo a la i11floresce11cia 

(18) Est.ig11d 

(19) Hazorca 

(20) Granos de ma!~ 

S E P (1990) 
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Figure 1. Moqologie de la planta de Zea in.AY~. L. 



Figura 2. Morfologia de las inflorescencias de ~ IJ!.!)'.!. L. 

'º 



El fruto del aa!z es und car1'5psis par lo que el per!carPO 

cubre a la semilla sin testa y ésto es debido d que en esta planta 

se hdn perdido coapletamente los 1nteguaentos foraandose así la 

cubJ.ertd del grano. Hacid el interior de é'.ste se encuentra la 

nuceld y la capa de dleurond, siguiendo el endospermo y finalmente 

el t!ml.ar1611; et>te ultimo 1:1~ compone de u11 eje emtJrionario y el 

escutelo el cudl sirve como zona de trafl!:llocaci6n de nutrientes 

desde el endosperao hastd el eje embrionario,( Figurd 3) 

El eje embrionario est~ formado por ld plú.11ula, la rad1cula. 

el coleóµtilo que protége a los primordios foliares, el mesocotilo 

el cual constituye ld zona de inicio de las ra!ces adventicias y 

al punto de unión entre el escutt!lo y el eje emlJriouario, la 

rad! cu la con una cofia en su ext.remo, la cual se encuentra 

protegida µor la coleorriza en cuyo extremo i11ferior t>e localizan 

los restos del suspensor,( Figura 4) 

S.1.3. Fisiología 

La fisiología del ma!z está. c.Jeterminadd, en gran aedida por 

el fi:lctor ~e11ético. La for1an de crecim.ieuto y de desarrollo de la 

planta c.Jepende de laf:I condicioneB i:imbit:mlaleH, pero solo has t. a 

cierto punt.o. Crece r~µido y con rendimientos elevados en 

temperaturas que est~n entre los 20 y 30 ºe es 

bajas temperdturas y el rango de te•peratura 

8Uf.iceµt..i l.ale a 

6pti•o depende 

b..~aicamente del t$tad!o de desarrollo. y es µor esto que durante 

la l:ermi11aci611 requiere dt: uua t.emµeri:llura que f:le encuentre ent.re 

los 10 y "40 .:-e;, i..uaudo lit: µrt!tH::nta el creci11it:!J1t.o vet:etat.l\ICJ t!H 

conveJ1ienlt:! una le11~rdtur.i lJe 1~ d "40 e y cun11úo He tla ld 
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fJ.orétCJ.~11 J.ü t.e1u¡.~ré:lt.Ura a<J~UCJ<.la oscilét eiit.}·t!· 101:> 20 y 30 ··c. 

·As! ·e11i.011cies Uajo com.Jicioues aµroµia<.las <Je tesaveraturH, humedad y 

aereacl611, el m<.tfz germina llentro de los seis .d!aS Posteriores a 

la sle•brd.No r~uiere de luz pdra germinar y ·en .general· no 

JJrese11t.a proltle.ruu:i de lat.encia o doraauciét. 

El Cd•bío de la fase vegetativa d la félse prodUcti-va se tJa de 

•anera temprand cuando el periodo de cultivo coincide con dlas 

cortos, durdnte los dfds largos florece más tdrdfamente, par lo 

tanto se trdta de una especie reguldda por fotoperiodo. La 

floraci6n es afect.ada par la t.em~rat.ura. est.o es que temµerat.ut~as. 

la aµaricié:-11 t.empraua de 

.Lnflorescencid 11asculiJ1d y teaperdtUrds menores de 20e.C 

la 1aaduraci611 t.empnma de lu i11florescencia feme1li11a-. 

cruzada; bdjo condiciones normales, la au tofecundaci6n .;~ és 

alrededor de un !> X la d.LSeJUflacitSn del polen se lleva a , cat>O 

por Vit:nto. grdVedad Y Con dyUUd U~ las abejas. 

Con respecto a su nutrición, la deficiencia de Nitrógeno 

provoca el aadrlllaaiento de ld8 hoJa::i, en general la carencia de 

nutrientes se refleja en el aspect.o e.Je las hojaa. 

El ma!z µresent.a un ~enoma formC:ado }-Jor 10 e;romosomet.t:o, Jos 

cuales son dlferente8 aorfol~glcdmente Por su longitud, los uullos 

característicos y la locdlizaci6n del centr6mero,(Kato;1981 Y 

Ra:zo; 1989) . DebJ.c.lo a que es una especie mono lea se ha es timado que 

el 95 % c.Jt: lou t.<vulo::i t.1011 fecuudados µo1· pulc11 <Je ot.ri:ls µhmt.Hs Y 

es por ~sto que ~e consHJera und pldntd heler6_cJ.gd. 
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Endospermo 

Figura. 3. Semilla madura de ki!. '!!..!Y.!.. L 
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Escutelo 

ColeóptJlo Primera ho¡a 

Segunda ho¡a 

Apite caulinar 

Primer nudo 

Radícula 

Cofia 

Coleorrlza 

Restos del suspensor 

Figura 4. Embrión maduro de Z_ea mPY' L. 
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5.2. Generalidades del Cultivo de Tejidos Vegetales 

El uoml>re gtmérico de cultivo de tejidos vegetales (CTV) se 

emplea pdra designar aquellos cultivot; dsJpticos libres de 

conta1R1ndnte::sJ tle céluld::i:, tejido::;, Órgdnos o cudlquier otra 

estructura vegetdl por periO<Jo~ prolongados de tie•po en siste.as 

!.D. Y.!.!.!:Q.. ~us metodologías se basan en la teoría celular y en una 

derivaci6n <.Je ét:1ta que e8 el µrir1c1l-Jio de t.ut.i¡.><.rtencialidad 

celular, es decir, en que cada céluld somÁtica es capaz de generar 

un organismo completo, dado que posee tO<Ja la infor•aci6n genética 

para ello. De esta manerd, bajo ciertas condiciones ser.S. posible 

mantener c'lulas veget.aleH en cultivo, libres y no 

y a partir de éstaH, rediferenciar nuevamente 

co•pletas. 

e1:1pecializada1:1 

las pla11t.11s 

Existen varios tipos de CTV y de acuerdo a la clasificación 

propuesta por Thorpe (1981), estos son: 

1.- Cult.ivo de cullo1:1:Cuando en un explaute se induce la 

desdiferenciación celular 

.indiferenciadas. 

para obtener •asas de ciálui"as 

2.- Cultivo e.Je c6lulaa en suspensi6n:Se refiere a la 

disgregación ~e los callos y a su cultivo en •edio l!quido con 

agitación con~tante. 

3.- Cu.lt.ivo de Órga1101:1:E1::1 el cult.ivo de anteras, ova.riol:I, 

rafees o cualquier otro 6rgano de la planta. 
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4.- Cu.lLivu._de ~~ritilemut:1:Cua11do .1:;e cullivau - iiltt re~ioues 

m.t!risteJD~licas· d~'- .c~alquier )1drte de· la µléntli:I. 

~.-.CulLivO .de ·Prot.oplat:1t.ot:1: es el ait:1lasaie11to y cultivo de 

puede ser a partir de célula8 

cultivadas o directaaente de tejidos de la planta. 

ó.-Cultivo de e11briones:Los embriones que se han formado i!l 

situ se aislan para hacer que concluyan su desarrollo baJo 

condiciones !n vitro. 

La importancia del C:TV ·ha .ido· en ~E:'~~.e~1~0 ,'.:·: et1peciéilaente en 

et:Jt.oH 6.l tiaoH anos l G·~u th~~·e{} ~.g·~~:) ·¿:·~~·~ · <:~:~~:~~:~~~fi: ¿-~"'.'~:~·,·10 ~.olo e1:; 
,, : •' ···-.· ' 

una· h~rrd~i·~ri\:a -- en it~v~t:{g~aciOés _ botSnicaB 
= ---~;-.c·_--

considerado como 

d.l tdllen tt! especidlizadas sino :~~~~-bid~{ 'ca.~· una: a'lternativa 

con gran potenciar de aplicaclén,priictica eri.la ·:ágrlcultura e 

industr!a. 

lnlcial•ente el CTV se utilizó para realizar estudios sobre 

metabolismo y diferenciació'n celular(Whit.e,1963), ya que est.c1s 

t~cnicas peralten la simplificación de los sistemas <.le 

est.ucJ10 representado~ par las pldntds maduras, lo cual se 

traduce en evitar auchos aspecto~ de orgdnizac.L6n <.Je las plantas 

completas. 

Hoy en día los m~tádos in til!:Q son aplicados para la obtención de 

libres <.le virus (Vasil,1988), estudios <.le 

int~rdcción ho8peijero-pdtGgeno. en ld conservdci·<n de germ_opldSllc): 

('l'omes. t 9~!>) y t!Jl ld obtencu;on de met3bolllos secundarlos 

pdra la dJ i•entac.h~n indut:itria y faraacid (FuJitd, t9!l7), 
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ade.m.ís se han i•pleaentac.Jo técnicaS 0
: ·para e/el· ···· meJorall.iento 

genético. ~s as! como el cult.iV~-.c.'d-~ -·te'jidOS· veget~les_ se 

convert.ido en una µoderosa herraaieut.a .para -~l éstudio de 

b1ologíd vegetdl, lv cual explica el ínteres ~-nivel mundial 

el Uesarrollo y especializaci6n de dichas técnicas. 

~.3. Cultivo in. vitro de ~ ~ L. 

ha 

la 

Por 

conforme al inter~s que motivó a los pioneros del cultivo !n 

~. los primeros trabaJos realizados en ~ ~ buscaron 

eHtablecer las co11dicio11es que permit.ieran el cultivo de t.ejidos y 

·con ello se abrierd ld posi01l1Uad de hact:?r investlgaci6n t>ísica 

sobre la biologta de esta especie, bajo condiciones in vitro. 

La Rue (1947),es considerado el primer inve~tigador que logró'. el 

estableci11iento de cultivos de endospermo de 11a!z; obtiene Cdllos 

a partir de endosperao de semillas inmaduras de a a 18 días 

despu~s de la polinizaci~n. adea~s observ~ dl parecer 

desarrollo de un embr1~11 él part.ir de est.os callos. aif::>ao que no 

pudo sobrevivir; a tra"1$s del análisis aicrosc6pico de sus 

cu! ti vos reµorló la µresencia de numerosas .masas o cent.roH 

meri:::1Le.m.át1cos. 

Has t.arde VC:trios autores reµit.1ero11 este t.rülJajo. tüguiemJo la 

ual.f:Haet 111et.odolog! u y encout.rarou que la resJJueHt.i:I l.JaJo co11dicioues 

in vitro es diferente para cada variedad. 

La técnica empleada Por Ld Rue (1947), se reportó a los dos 

dfios, en é::>td J.ndicd que usó ddem~!> dt!l endosperao de se•J.llds 

inmadurds, el aedio de Whlte y el de Riker para establecer sus 

cul t.ivoa ¡ amboH a~ios adiciouadoa de un ract.or· de cr~1aient.o y 
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-- ; ,i ... · .. ·, 

levadurd, uvd, cirueid, Rdl!!Cu1a· dcÜát.t~a·/ g-~'.aüclS:,cvel-d~\_ile.'.'mci!:¿ o 
' :··.· <' 

leche ·de vaca. Es los cult.i.vos t1e mdntuVi€:.ro1l :m~s '·tie ~'il- df"i~ a trav~s 

de subcultivos hast·a que el tral>dJo fue ·reportado~ 

Sin embargo antes que él ya en 19.22, ,Kotte ha.b!a. logrado 

obtener cultivos de rdf ces lle mar z. solo _que"·Poi- _, 11uy. poco tiempo; 

Qsto· lo logr~ empleando un medio .qu~ -: conteil! d extracto de 

Liebig y en 1923 Robbins y Haneval reP<>rta~on el mantenimiento 

de cultivos de rafees de ma!Z por _veinte.semanas. en un medio que 
_:_-· :-·- . 

conten! a extracto de levetdura. en ·lugar del ext.r&c\.u dt:: Liel.11.g 

{Gaut.heret., 1982), pero a pe!:H:1r <.le ~St.~,~~us--:-c~1liVc.1~-110 t:10Urev1v1w1 

por mucho tiempo, esto se loer..:'l hdstd lY-40 por McCldry ,quleu 

emple6 un medio que contenía una alta concentración de cloruro de 

Hodlo (Gautheret,1985). 

Los cult.ivog <Je endo::spermo logrH<.JOB poi· La H.ue f:lt~ e11ple¿u·on 

dura11le varioli af"íou como est.au<Jar "" al1::uuo!:I 

~Lud1os.Poster1ormente ::;e encontrdron var1t!t.ladet1 e.Je md!Z con 

endospermos cuyo contenido e.Je alm.id6n y de grd::saH era muy elevado 

activo por el cual no pudieron ser cultivadas in vitre bajo las 

condicioneu que ya He hall! an estaUlt!cido hat>t.a eHe muml!nto. Pur 

otra parle t.amt.nén se realizaron invest.l.t!i!Cio11e!:I hecha!:! por 

Tdmaokl. y Ullstrup (1Yt>8) 4uienes tonoaron en cuenta la co111pm~iciÓ11 

de diversos medios de cultivo. pero suu resultados fueron poco 

relevantet:i ya que t:iolo logr<:Jron una aparent.e y limit.ét<.la 

µrol1feraci.1'5'11 celulur <.le los cultivos de c11tloH(>ermo irdc.:iu<Jus u 

pdrL.ir de sealillds lnmadurd!:I t úe 7 d 12 cJfds lle poli.n1zdción)e11 

la variedud L-317 empleando una modif lCJCt·~n dl mL"dio de 

Nitt:ich ddicionacJo con 5 g/l de extrdcto de levdc.Jur.i. 
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Lo que se ¡.ir~ttmd! a b.!sica•t:ute era lograr est.al>lecer uu 

•edio definido, y U.e 9sta for•a evitar inter,pretaciones erróneas 

de las respuestas estudiadas en los cultivos bajo candi.clones in 

vitro, pues el eapleo de suplementos de composición coapleja como 

el jugo de to•ate o extracto de levadura dificultaban la 

eldboraci6n de un dnálisis redl de !os resultddos. As! entonces el 

primer medio totalmente liint~tico empleado para el cultivo de 

enc.Joi::;permo de aa!z fue u~ado por Straus en 19bO. quien logré hacer 

crecer cdllo::; d Pdrti.r de endospermo de 11arz de lu irnea Negro 

aexicdno, estos culti"oH obten.uJos fueron empleados posteriormente 

PiH'd la redl.tzacl.6n de c...hverso$ estut.J.im:L El m~.h.o slntttico 

desarrollado por St.raus eut.á compuesto 1-10r Hales Jal.JJerüleE:J, 2 % de 

aacarosa, vitaminaa y 1.5 X 10-
2 

H de aaparat:111a. ~~l.t! 11.00i<> úe 

cul t.i"o es e.l saAH ~apleadu µarü oOlt:!ner cal los de endosper-mo de 

maJz. 

Posteriorment.e Farrar y Ganugapat.i ( 1970 J estudiaron el 

desarrollo de callos a partir de endospermo de maíz sobre un medio 

de cultivo sólido en el cual. la C:1sparügiua fue auslituida (.J<Jl' 

diferent~u nalet¡ <lt! a1lo1u.o. Lb que ellos obt.uvi~ron fue que las 

sales de amonio. de auccinato y citrato produjeron un buen 

crec.laiento lle cdlloa pero lds de oxaloacetato fueron t6xicas. 

Shanno11 y L.lu (1977J lograron el cultivo de endospermo ti~ aalz de 

tipo ceroso y deAostrdron que el cultivo puede crecer en un metJJ.o 

el cudl contened soldaente sulc.s inorgánicas, sacaroHa y tia•ind, 

adem.\s <Je esto encont.rai on que ia tasa úe <..:r~im.ic11t.o µuede uer 

.incrementddd cudndo l:ie d<.Jic.i.ona dspora~ina. .il 2 X. Tamb1Jn 

observaron, que las dUXinas y las citoc1ninas reducen el 

crecimiento .llliCJ.dl del cultJ.Vo a partir de endosperaa de •a{z y 



ésl Pd.r.·ecer estOs tJ.torreguladores no tienen· un efecto· : lAport~nte 

sol>re ei µe::;o íi11al tlel cult.ivo. t-:11 est.e t.1·al.Jajo lli: lliilllillti fUt ltt 

d11icet VJ.letmina requt:!ritla pi:srt.1 el crecim1e11lo tlel CU1LiVó;·/ t:l ·. vH 
', 

del aedio t.uvo influencia úi?-eCli:l 1::1ollre la vtüoóidi:id del 

crecia1ento del cultivo y en este caso se encontr6 que el.:· pH 

6ptimo fue de s.s. por último se defini.6 que la morfo1og!a flndl. 

del cultivo varía de acuerdo al medio de cult.ivo que se eDÍpl~. 

Shan11011 y Batt:y ( 1973) logran etH.al.Jlecer cult.jvCJH <le 

endospermo de ldS líneas A-636 y R-168, ademS.s llegaron a obtener 

cultivos en suspensi6n de la l!nea A-636, los cuales han sido 

empledtlos pard estudio de división celular y constitución 

microsomal. Sin embargo debido a _que el endosperao es 

gen~t..icament.e lr·iploide, 110 eH un material adecuado ·paru .eHt.UdiotJ 

bioqu!aicos y gen~ticos. Por ello existen taabiti11 ··~ria ·.·.serie 

de reportes de cultivos de adÍZ usando e~plan~~ de". diferente:s. 

pdrteH de ld pldntd . 
. ... , :':·:. 

Tomako.i y Vih1t.1·uµ ( 19!:l8) fueron los --~·Vriw~rol:i - ~11 Í11lt:=l1t.k1< 
¡·. ,· ': 

olJle11er cal lo d~ ma! :e. a pa1·tu· de merit:st.eiaotJ iÍ11...~ct.1lart!tJ ·Ver~ 110· · 

tuvJ.eron éxito ya qut:! solo se ·inducía la proliferaci.6n en 

exµianles que conlenran tejido nodal cuando tJe emµlealJa el medio 

de Gaut.heret. J..>ero euto8 cul.t1vos 110 llegallct.11 a Her tmbcultivlldos. 

Otros r~ultados 4ue se cons.iderdn valiosos fueron 10::1 

reportados µor MascartmhaH en 19&9 lHei1dre el al, 1969) quien 

logró el cult..ivo de callos tle diversos cerealcH y e11t.re ellotJ st: 

encont.raba el ma! :l.; 101:> callos se ol>t.uv1ero11 a part.11· de Be<.:cioneH 

de pl~ntulas y 6slos te1ú an ld carde ter! ::;tJ.Cd de 4ue dl ser 

transferidos c.Jel ae<l.io sól1do en el que se encontrabdn al liqui.do. 

proliferdban como rd!ces. 
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Gresshoff y Doy (1973) reportan el estableciaiento de líneas 

de callo diploide de •drz d pdrtir de em:bri~n seccionado y 

•acerado en un •edio de cultivo sint~tico el cudl contenía jcido 

naftalendcético y cinet.lna. Reportdn ade.als de la obtención de 

Cdllo. ltt. Cdpac.tdad de diferenciac.ién de ra!ces y brotes, ade.a.!s 

de la estabilidad tanto en el crec.taiento co•o el nivel plo.td!a de 

sus cult.ivoH durdnte un a~o. 

Johnson y Holden (1974) de8crílx!n la ult.raet:it...ruct.ura de callos 

provenientes de tejido noddl del coleoptllo,dicho explante es 

cultivac.Jo en •e<.l.to Hurdshige Skuog (HS) dtJ.lcionado con 2,4-U y 

leche de coco. En este trdbdjo s~ observ6 que lds c6lulas del 

callo eran Hemejdntes d lds céluldH meristeaátlcas. lo que sugiere 

que t>f obtuvieron la <lesdiferenc.tdción del tejido. 

En 1974 Green, Phillipa y Kleese, intentaron la imJucci6n de 

Cdllos d pdrtir <le t!9br.ioneH aaduro13 y de d.1sco1::1 de tejido no<ldl. 

empleando el a~io LinHmainer-Skoog (RHJ. adicionado de 2,4-0 en 

un rango de 2 d 15 ag/l y 20 g/l de sacdrosa; definiendo ~e 4sto 

que una concentraci6n de 15 •g/l de 2,4-0 es ld a.5s adecuada pdra 

la obtenci6n de Cdllo, probaron diferentes lfn~dS y cruzas entre 

ellas y lo que obtuvieron fue que hab! a una grdn variabilit.Jad de 

respuestd. yd que hubo diferencJ.a en ld capdcidad pard for•ar 

callos co•o tambi~n en el peso de los ais•os. Adeaás observdron 

que los •ejores resultddos se obterúan con el pri•er nudo de 

culeoµLf lo. Eu cuanto a. la sacarobla. cuando 

conce11lrdcJ.ones dt= 30 g/l y 10 g/1 e.Je dgdr el cdllo present6 und 

grdn cant.lddd Ut! rdÍ ce:;. este prol>l~d dis•i.nuy:S dl d<.Hc1ondr 1:10!0 

20 g/l de sacarosa y 8 g/l de agar. 

Green y Philliµu (1975), rt!porta.n por vez pri•erü la 
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obtenci6n Ue Cdllos con capac.lUdU .tiorfogen~t.i.Ci::l u Pdr~lr de teJlUo 

esculeldr Ue embriones in.mi::lUUros obten.Ldos -de' ''se~T11Hs · .h~!JfH.f,dS·_. 

los ~briones se disecte1ron <.Jf;?spu~s· de .l,~.~ 

mg/l Ue 2,4-0, .11.lsmo que m(s te1rde 

111UuciJ:• ld for.mac.l·<n Ue brotes ett..fvent.lcios • 

.Csle trdbdJo. Luvu UJld J.mpol'Ld11c.1d d~Htdcdtld Yd. que Je'~~·L sUrt!~· el 

protocolo que sirvi6 por mucho tiempo comO ~9t0ü.o 
":··:'·''_:,::' .... _ 

.r~tl~arl~ para 

la obtencién de callos lfe maíz: y su rediferenciaci&n: 

Poster.lormente Sher.llfdn (1LJ75J, pro~ el ,~efecto. del .icüJo 

giber~lico y la cinetJ.nd los CUdles fuer6n adicionados , al medio 

basal tJe Limuaaier y Skoog Pdrd la inducción de- édllos -a partir -de 

embrione~ 1ruad<.luros; cabe menciondr que adem~~ d_~(- _ ~s_t~-~ :explante, 

taalJ1411 e•tJl~ otri::U~ µartes de la 1->lb111-CJ, -~~.Pe..:~:· 110 . ol.Jtuvo 

resul lados imµortautes tm niuguuo de los_ Cilli<JS. 

H'n estos experimentos SherJ.ddn elimina e.l hidrofl.zado/ de':.""" ca-se.I¡lil 

Uel •edJ.o ba.sdl Yd que observ~ 4ue esto no df8ct~: a 

creciru.ento celular por lo CUdl se!t1~11 este dUtor~ lfeJa de ser un 

ele11enlo esencl.dl Pdra el cultivo. Sin ei1bargo. esto tán. 

cierto yd que en trdbdjos posteriores se llega a deter•lnar que el 

hi<Jrol.lz:tHJo de caB~! 11a i11c1·cmenta la tasa de cr~l.hll.tmto <Jel 

cdllo {Sheritldn,19/SJ. 

fueron por Cure y Hott 

(1Y78J ,lJas.'li:ncJot>t:! en un estudio anaLOmico de los cultivos y de todo 

el proceso morfoge1i~ti.co y e::i dsf como pone en <.Ju<.Ja los resultado1:::1 

obtetudos <.Je los trabdjos anler.1.orea ya 4ue <.Je acuerdo e1 su 

producto de uu crecJ.mlt:mto e1berrdnte,muy ::;111ilar d re!ces.Adem~s. 
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UJ.scute que los brotes observttdos Por Green son Produto de ltt 

formac.t~n <Je Yemds advent.tc.tas en las ra!ces y no un proceso de 

11orfogeni6si.s de !1Q.Y.Q.S1n embargo el an.S.11sis de los cultivos de 

la l! nea A-188 de.mostr~ que por lo menos para este caso sf era e.Je 

nru!.Q la formación de yemas adventicias (Tomes .198!3). 

Sheriddll establece t1:1mbién un cultivo en suspensión de •dÍZ el 

CUdl creci6 como agregddos celulares de diversos tdma~os y ta11biJ11 

como c~lulas suel ta1:1 ~ro sus cul t.i vos carecieron de ci:lpacidad 

morfogenética. 

l:!n conclusi6n el callo que obtuvo eslE! autor es finat:, opaco, 

friable y presentH una coloraci6n que se encuentra entre crema y 

amdrillo; ddesás el mejor 11e<l!o pard el s.tsteJ11d líquido fue el 

medio bdsdl Ue L..tnsmd.ler y Skoot: dlflc..Lonado de 2 % de Bacarosa y 4 

mg/.l de :.!,4-0. 

Oa1.1ald. Nicholson y Bauma11 (1977),lo~ri.lrou est&bl~E!r un 

sü1tema de célulds en suspensión de diferentes líneas, para esto 

emplearon LeJ.tdo som.S tico e.Je maf z. LdH cond.tclones 6ptimas pard la 

i11cubaci611 de este BiHteaa fueron :.!4 ºe a 125 rpm y con un pH Ue 

6.2 .Los aut.ores observan diferencias en cuanto a la vil:ibilidad de 

las c~lulds, adem~s de que el EDTA mostr6 aer una fuesite de 

toxiciddd.La per.tocJ..Lcidad que pre.sentdn los patronru:1 de 

creclm.iento t:JUgieren que existe un proceso de sincronización de 

las célulat:J.Es en este trabdjo donde se definio que el mdÍZ eH ld 

primer.i especie de Pldntds en la CUdl se e•plea la vltaaind E paru 

i11cl't:!meut.CJr la Vl.dlJJ..11<.Jad c;elulitr. 

E11 ma! z, se tia vJ.istu que t!S eHe11cü:d la µr·et>e11c..:H1 de u.u>< u1tJH 

tu11to J.Jüri:i lii i11<..luccJ.611 co110 Pürü el mu11te1ii1111e11to de !OH 

cultivos. At.J~St:J. tdllbLSn t:te ha observddo que Sstd lnh1be la 
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diferenc1aci611 y mantiene el 

desor~aniZddds. 

crecimiento de lat< cJlulas 

Los t.ral.Jajoi:J ant.es ae11cio11ados facilit.Ht"Oll el é.lvcu1ce del cult.ivo 

de tejidos de ma!z durdnte los affos posteriores. Hdstd e::;e momento 

t1e contdbd yd con und 11elo<loloJ;!!d t.JUe ~rm1tía el estdblec1m1ento 

de cul t1vos celuldres, los cudles erd posible •dnlener por 

per.Lo<los prolon~ddos de tiempo.Lle c1erta forma ya se tenía cldro 

que la variacié-11 qut: }-Jret1t:11t.cu1 los cult.1vo1>, c.lepeu<Jtm <JeJ ge110LilJO 

Y de las conc.11c1ones c.Je cultivo por lo cudl no se po<.J! d llegar a 

u11a ge11eralizac1611. Hast.a la fecha 110 se t.iene un µrot.oc.;oJo 

general pard el cultivo de md! z; siemJo Sos te un serio problema 

porque si adn no se tiene una metodolog! a bien def inü.la pdrd el 

sistema sólido, en el sistemd liquido tambi6n se han tenido 

dificultades para esti:lblecer un cultivo de c4lulas en m.a!~. 

5. 4. Generdl.lt..hu.Jes de la Embr iogeÚ~t1it:1 ;-_Soa.S.' tica 

5.4.1. Aspectos generales 

Generalmeut.e loH t:!mlJrio11es He .origiuau a µartl_r de la 

lerl:.1-l.l~dc.l6n t.lt! una ovucelula pur el n11cleú e8perm~tico. lu~;. 

e11bri.011e1:1 tcu1bi~n pu~etl surgir d pdrtir de cJlulas del esporofiLo 

o bien del gametofilo, sin que se .Lnvulucre una unién sexual. ~n 

este ca!:lo los embriones se conocen como embriones ddventicios, 

pseudoeaür.lone:.:;, e11br101des o b1t::n embr.Lones somitlcos. El proceso 

por el CU<ll se foriaan es conocido como embriogenés1s udventicla o 

eabriogen~s.Ls som~tica. 

Hdghdvdn ( 19/bJ, define un eabr1én t.iomítico como una 



etitruclura bipolar produclUd dS~xualiaente, el CUdl carece de Ul1d 

co11L~ciÓJ1 vaoculai· co11 el teJicJo 11ad1·e,t>i1.1 e11Uar~o. desde el 1JU11to 

Ue vista funcional y estructurdl es paree.u.Jo a un embrJ.6n cigótlco 

y de la aiH•et f"orma llegará a dar ori{!t:!ll a u11a r1ueva planta. 

este vroceHo puede ucur1·1r <Je manera 11atural o Uien Oajo 

condiciones !.!l Yll.!:.g, habi6ndose encontrado una incidencia aás 

alta de la formacit511 de eslo!:I embriones en tejidos de 11uc.:cli..1, 

tegumento y sJ.n6rgJ.das. 

L.a eml>rioge11~sis !:lo.mát.ica íue 1-11·i1Dera.me11te oL!::iervada en 

cultivo de céolulas en suspensión de Zi::lnahor.ia (Uaucus carota L.J, 

por Stewdrd et al, (1958) y en cultivo e.Je Cdllos de la aiBllil 

especie en medio !:lól.uJo par Reinert, (1959). 

Este proceso de embrJ.oge114::H8 soaiá tJ.ca hd sHJo hdt:1td ld fechd 

rtporla<.fo eu 11tát> lle JU faaJ.ll.db <Je pluut.aH, (Réit!haVélfl, 1976), 

tCuat.lro 1). Los J.n6culos que !::ie hc1 eapleac.Jo pc1ra ldi obtención lle 

eabrJ.one.s soaátJ.co::i d trdvtfs de cultivot1 de tejidos han aido: 

a) CélulaB vct:elat.J.vc:ts <.fe la 1-'lar1t.a 111acJuril como tiou; h~jiuf, 

tallos y peciolos. 

b) Tejido reproc.Juct.ivu, (nuaeld. teguaentu y ain,rgit.ldt:i) 

lncluyenllo al CJ.goto. 

c)HJ.pocotilo y cutilec.Joneli de embriones, as! como taabi&n 

segmentos de pl&ululas. 

Hxls ten generulaen te dos v! as pard que se c.Jé la for•ac1611 de 

. cmlJriouc~ E>011t~<tico6 (Shi:irlJ et <:11, 1980), y et>tlif:i sou: 

d) V!a LlJ.recta:sln formdclón <.fe tejJ.do calloso previo a ld 

embriogen.SsJ.s. 

l>J VÍd J.11t.lirecld:co11 tor.mdc.tón Ue teJHJo Cdllot10 previo d ld 

embr logen.&:311:;1. 
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--------------"'."'----::----~----------------------------_-7"-:~---.--"".'.- ---
Aqu1fol1aceae. 

Araliaceae ~he11x L. tallo,1nadu1·c. 

Asclep1aceae 

Betulaceae ~ avei'1ana·L., 

c'ar1caéeáe -

Cucurb1taceae C'•JCUrb1ta ~ L. 

Legumino;isae 

J:·PapaVer a cea e 

,, 
Rub1aceae 

Rutaceae óvulos 
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Es as! como a través de estas dos vías la cálula madura de una 

plant.i:I adulta puede retroceder dl estado embrio¡:énico. ya sea de 

c91U1ilS sliapl~s tJe V.ldJ libre en ~ult.ivos l!~u.ulos en suspensión o 

formdndo pdrle del teJHlo cdlloso. 

Ld embrJ.o,t::enésis dsexual es euna CUd!itJad t.Je las ~lulas 

vegetales par lo que es tdmbi6n posible pensar que este proceso se 

e11cuentra reguldtJo por mecani::unos repre~.lV08. Se ha planteado que 

los f dC torea represivos sean sus tatu:::iat:1 volátiles y no volá t.J..le:J 

en tJom.Je po:,u.bleaente St! incluya el ácido 3-imJolac&tico (AlAJ. 

auxiuas 1:1111t.~t1ce:u:1. ~t.1le110. gi.~reliuas y eu algunos ca8os el 

etanol (Caraan, 1990J. 

5.4.2.Kabriogen-6sis t10.m5.t1ca en zanahoria 

llesde que se logró obtener cultivos eabriogtSn.icos en 

zanahor.la esta especie ha sido empleada hasta nuestros d!as como 

modelo pard el e1tableci•ienlo de un cultivo eabriog6n1co de Gdf:U 

cudlquier especie, este cultivo se obtuvo de la siguiente for•d: 

J!l 1116culo or1g111al 1:1e ol>t.i11e de e• de peciolo o U.5 

cm
2
de ra~z. E:!l cual 8E:! 8J.E:!11l.Jra en medio tJ:5li<Jo HS, adicio11ado úe 

4.b H dt! 2,4-U pdra .Lnducu· ld foraación de Cd!lo, a la cudrlJ 

He.11.ana cudndo ya ~e obt.lene el cdllo se patJd al rededor de 3 g de 

Cdllo d m~J.o 1!4u1do, con dl:itdc.ltSn con!3tante (160 rp•l. Ld 

~ml.l1·1ol:en~s1a !:Se 111duce cua11do se lri.111Hfiere11 e!:ito8 cullivtJH & u11 

saad.i.o !::ll.11 aux11tcu:1 y el de:t:HUTollo de loa t!DIÜl'l 011et:1 se da cuamJo f:Jt! 

hace una trdnsterenc.Ld d 11u::~c.lJ.o t>Ól.Lc.lo ~un regu l <:1t..lores 

crecim.lento.Finalmente pdra el enrd1zaaiento se eaplea el aed.lo 

HS, Holo que lüH Hi:tletJ •nne:rüle!:i tu.~ adiciona11 diluidas a li:i 11itlld, 
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Los íactoreti que 1n~uci~ Ú~ t'ci;i.~cl6ncl~ =~~r f;,nes soaÍ.{ tico;, 
en plctntds Hon · vari~t1 •: ~"é;·;~)ttii~~~:,\~!1{ /~;~tJf.~~1~ii~~ ~·;.-"~~.·;··.-:' loa 

siguientes: '> ;~· ;;~~-'!~~[iC-;) ~ J-

respu::: d:;::::: a:e:::a:~lt::~d:a~~~::~~~t~!~:~~t~:::o; una 
bJEl grado de di!erenciacl&n Jel · te~/<.10,· ·.~Ííiea<JÓ' .éra · .etite 

f'"n ,,';;o::: --~::~( ,:-~>- ·.:. ·:« . •' ~- .,- ""''.',.,-- - .-''-;-~-

e) Los cumpouenlt!t:> del 111edio <.le cu~--~-l~~4~/- Hi'~· ~ :· ~~,t~·:·--~-~~á~ es 
;;.,'-; 

.importante mencionar que las auxiaH y· la·. ·p~~pOrc·J..&_n,_• :de~- :NitrógeilO 

han sido cdtdJO~dUo~ como fdctores e!e:·~:{~~-~-~-~ ¡:~~~ ~!·J.~6~~01~.-- _ ia -· 

for11dcJ.Ón de emUr.ione~ som~ticoM. ·:~.;~'.~:,~-::~;7~ --~:.:D 
dJL..u:.:: y lt!ml~ratul'a; eu este Ci1BO 110 1u:~:~~~~- .. l:~~~ra.i~-~Ei1• ·1a 

formd en 4ue i.nfluyen estoB Uo::r fdctores ya que·se_ hi:!··>·.c- Ot>i::erVdc.Jo 

ur1a reBpuel::lta dif"ere11te para cada especie~ 

e) En el cdso de embr .iogen4.i:u.s somá" tl~i:I indJ.rectd ·ld e .. lctd del 

cdllo es .importdnL~. esto es portJUe se ha observado que el 

potencial em.bri.ogé:n.ico se pierde con el tlempo, pero a<.Jem~::i .se da 

un Cdabio en los ruveles de ploidta que puede deberse a la 

presenc.La de aux.inas y co110 es de suponerse esto tiene una 

cousecueucia im¡.KJrl&lllt! et.l fi11é:ll del cult1vu. 
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5.4.4.Caracter!sticas morfol&gicaa y citoqu!aicas· de la 

eabriogenósis som1tica. 

se considera que son dos 

involucrados en ld programación 

l}La inducción de la 

preembriog6nicas. 

2.} l!;l de::>enlace de 

cálulas • 

Estos dos eventos en la 

•e<l.to l)Ue contiene 2,4-D en el. 

agregados de c~lulas e•br iogé1ucas 

agregddos co1::üenzdn a mostrar un t.lesarrollo asincr6nico <le 

embriones y cdda uno de estos embriones pasará por las etapaH 

secuenciales e.Je desarrollo propldS: de un eabrlón sos!tico. (Figuru 5}. 

Las c~lulas embriogán!cas se cardcterízan por un citopl~sma 

.muy cJentio. granoH tle dlmi.tlón •uy abumJant~ y un nócleo que He 

puede decir que es reldtivamente grande y difuso. en el nucleolo 

!:)e tiile~ intem~omente.A Lrdvés de colorantet:> se sabe tdmbi~n que 

estaH c8"lulas ti.enen Jllds conce11lrdc1011es Je protl:!Íllrt8 y e.Je RNA. 

mdyor cdnt1c.Jad Ue grdnus t.Je dlmi.tJ6n en lds céluldt:t que est~n en ld 
f 

t:iuperf.lc.le.At.Jem~ti el u<iclco de t.!!>t.i::;; célulds 8e encuentr~ roderldo 

de vacuolds ~uePí.i~, y t:;i se com¡.ldrd con las céluld~ internds, 

eHta~ presentan vacuolali centrale::1. En este tipo de cultivo 

taabi~n se hd reg1strddu elevdda activ1dad enzimát.tcd. 



~ deludo di .la J..ll"t!:s~11cia úe µli.tt:1111odetu110l:,J .Las mi tucu11<.lr1afi t;OU 

OVdles y 106 d!ct1osoams compdclus. Tdmbl4n St:! }ldn observado 

cuerpu::1 aul tive1:0! cuJ urct:; <JeutJ·o úel cJ. toplüH11a y co11 JJ·ecuencia eu 

la pe.riterJ.d d~ ldi:; c&lulds !:Udrdanc.Jo UJld dS:oCidCl~n muy estrechd 

con los plasmodes.110.i:;,. Lcu:1 dJ.Y.l8ione1 111.l tótlcds se presentan con 

lldyor frecuencld en las capds celuldres de la superficie y.- con 

•enes f"recuenc.ie1;. o no t:>e ddn, en lds c~lulds internas dlta~~Ót;.~ 

vacuoladas. 

CUaudo loH cul t.ivos <Je callo de zanahoria se t.ram1Ciereu ",sin· 

.:¿, 4-0 hay una act!lerac!l.611 inicial dt!l Crt!Cimitmto y u11 , ~~~·[)¡~/ i E:!n· -

la (.Jerif eria de loB agre~ados <.le liHo a 

ondulaciones surgen a partir de und dCt.tva prolifei-aCl~n :··ue ·;' ldH.-:-

células superf iC.ldles, las cudleü se rigen por - un 

característico tJe segmentacitSn. Ld formación dt!l e.mbrl6n somitlco 

eH un proceso 4ue contJ.núa <.Jespu6.s de esta proliferac.tón. Tambi~u 

ocurren ciertos cambios ultraesLructurdles, pdrt.tcularmente en las 

c61ulds su~rficiules.Hdy un incremento en el n~mero <.Je hilerds de 

ret!culo em.JoplS::uucu y <.Je ril>oso11as hdc.La los .íng:ulos t.Jel pld110 

<.le división celular.Los dictiosomas se hacen .m~s numerosos Y menos 

compdcloa. H.ienlrds 4ul:! las m1 Luco11úr.trls co11t!nf"ían presentes. LOH 

cuerpos multives.iculares se presentan en lri perifer.ia tJe las 

célulat:i. tm su cit.oµli:!sma y eu lus vt:tc.:uoJas. SE:: t1<t ol.Jser--vado qut 

no existen cuerpos lipídicos en embriones som~ticos Jovenes, por 

lo cual es posible 4ue estds moléculds no e!iten dtrectdmente 

1mpl.icaUas en el proceso de e.mbr1ogen?i;.is ~om~ t 1cd {Sl:n..:oet, 19/4J. 

En etild espt~cie He hdn obt:ieI"VddO grupus celu!art:!H 

cartlcter!sticos <.Je no mcts <.Je cUdtru céluldH,lo CUdl sugiere 4ue el 
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origen Uel eabrJ.ón soaá:tlco es unJ.celuldr; sin e.llbargo ad'n no esta 

bien deterainaUo si el origen es uni o pluricelular. 

Los ~•brJ.ones: Ho•..íticos pret:aentan diferenciaci&n interna de 

t.tdidoB. El ~•l>ri¿,n glol>ular desarrolla una epiderais clarament.e 

definida cuya.!:I c~lulcss co11t.ie11en a11ilCJlJlast.os. l::n li:t et.al'a 

globular •adura el e.brión so•~tico es muy parecJ.do a un embrión 

c.i.t;ético tdnto en ti U aorfolog! a como en su andtomf d. 

Como se puede ver el proceso de eabriogenásis soajtica es 

altam~nte complejo y auy difícil de caracterizar. se puede decir 

4ue hd s.iUu CdtÜ Uef.inlUo eH ::.u totdl.tUdcJ en zd1ldhor1d,s.in embargo 

t:!ll otrds t::t;pt:!CJ.e:> ad~m.i:.!:I de que hau !>J.do muy poc..:08 lo.!:i csva:11ct::H, 110 

se ha podido defJ.Ul.r tueu un prot.ocolo que nos perai ta obte11er 

resultaUos t:Uallart:!.!:I a lo!:> Ue Zdndhorid 0 siendo ~te el caso t.Je 

aa!z. 

S.5.~briogen~Sis en cereales.especialmente ~ !!-ªYJ! L .. 

Lá.'Ína:Yol-ta de las especieu de µ!antas que pertenecen a las 

graaineas pueden ser propagadas !!! vitro, sin embargo pocos son 

los genotipos de estas plantas que responden• favorablemente para 

que se ti~ el proceso tle morlogew~sis . 

. Norstong, K. t 1970J. fue el primero en .intlucir ld foraaci.ón de 

t!ml.lrioues so11á t1 cos a través útl cu! t.l. "º <.Je emlJr1011e::¡ 111aaduros de 

cel>ada; tHH eml>art;u estos e111L>rio1d~ no ruerou caµaces <.Je 

<Jesdri·olldrue hdstd pldntdt:i completdH. As.[ en cudnto a la 

ol>teuci611 de e•Ur1on~s so•á tic.:us. ::1e ha logrc.scJo olJteuer ct.allob: 

emlJrJ.0~&11icos a µ'2rt1r de em1Jrio11es inaaduros. i11flort.-cencié1B Y 
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hoJa" granos 

Vat<il,K. (1982) •. ,,,_.•,_,. ,'" .. ,,_·, •''-',••, v:,c••.-, 

En eabriones iélaaeiuro·S 'd~c~:10~ f:~;~:Ü~~ -~-~~~}iri~~:'.;~ií!i:~~ ~;·~:ce.~r.1of:~_n1COs 
t:5e cur•an e1 trav~t1 -lJ~· ~/~~-~1:~f~,~-~~ .;:.:~~; ~:~~· :~~t~\}~~~- ''.,:Stl~P!de~~ic~s 
del ~cu te10. 8uy. ,·~e~'é~ .. de¡:- óUdo.·:º~-c~:~~:-1~f(~ :~~; ~-~!;~~'- . /-;~~:: · ;~~;p,:. 

En CUl ti VOtJ d-~- 'J.n:~-~b;:~ei·~~i'~~~;:z.~:~~.;1~~~~.:'.~.'~~--~;~~t-----~~;r~1!;r~ ~-~~'.~~·~'d~~~ ~11 
. " :~};~,.- . >"-;> . 

c.iertat:5 regiones y las d.i..,.iS1b·ri~ti';--!¿~i~id~~):~~·,g. r~lr'lrlt:efl':~ -. a ::;:.las 

:;~ .•• ·.;.:~,¡=.~-.' i;'·" ··:· .. :_:_~~: ... -c.?';./:';~-:· -··.;-.~ 
~r,'i ~--· ;;;;-;· '.·,e" •· . ' : - . 

'~bí·l~ -.~-~. ,;~i-j\S~~~ ?- ~:;~~{//.·.'. ~~~;1~-~:.'. 
capas superficiales. 

i,:i, hojas 
' ' -~ •'/. . -,, ' 

·~l;~~en·¡i~· 

con el •edio de cultivo. 

General•ent.e en gra•ineas t.eJido •aduro o casi 

coapletaaente diferenciado no es Cdpdz de presentar la for•dc.L6n 

de brotes y •ucho aenosde cultJ.vos embriogénicos (IJ'dtill.1982). 

Esta respuesta se piensa que es debido a: 

parte de un tej.lllo •aduro. t:te prOOuce un caabJ.o epigené tico 

irreversible. 

b)Al trdtarse de un cdab.io irrever:nble l•dduraci6n) no t:le 

pue<.le ddr la expres.i.1..."\n del poteoc.i.dl morfogeo&tico. 

Ocup.~ndonos exclu::UVdmente del adrz.; desde los primeros 

experiaentos de Green y Phillips (1975), un gran número de dUtores 

han reportado la ~tmerpción de µlanlcss a part.ir cJe cul t.i vo de 

tejidos de diferentes 11neds de ad!z.. v1a eabr.iogenés.is so11Át.lCd. 

Green y Phillipt:1, (19"15), obtienen Cdllos con CdpdcJ.ddtJ 
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mor.(~!:,tmth.1ca a lJetrll.1' úe e::JCUt.elo de ~brl.OfJe!i inai:SdUrOS del 

h!brido A-188, los cuales se extrajeron despdes de los 14 ttías: de 

la polinizac1ón. 

Los callos !:W lnic1arou y mantuvieron en un medio de cultivo 

que contenta los coapuestos inorgJnicos del aedio HS. vitdainas y 

a•inoácidoa de! •E::'dio de Straus. 20 g/l d~ Hacürosa, 8 g/l de agar 

Y 2 •gil t.Je :l,4-0 vor 30 d!as y fiué:lllH::nte vasarcm a un •edio !>111 

2. 4-0. De loa eabr1u1~ obt.enidos se for•a.rau alguna8 pla11t.a.1::1, las 

cudles al pasdr a suelo, solo un 15 X crecieron noraal•ente. 

Lu y colaboradort:H {1982), 

~bri.ogenétu..t:J Hoa~t.ic" a vart.ir de cu!t..ivoH cJe calloH olJLt:=:tli<.JoH de 

eabrionea iti.maduro~ de lit Viiri~ad Silv~r Queen en •~io HS. 

a~icinado con 0.5 ag/1 de 2,4-D y 12 X úe ~acarosa. 

Green {1Y82), observo el desarrollo de e11brlone.H ~oaáticos en 

cult.ivoa de callot:1 de la linea A-188. aclarauUo que los calloH 

empleados con este fin eran fr1ables. Ade.mjs e.iplea 6 ~ de 

sacarosa en el ae<lio de cultivo con el fin de lncreaentar la. 

osaolaridad en el •edio de cult.i.vo e inducir tús la for•acid'n de 

eabriones soaáticos. 

Vasil eu 198J. hallla de aspt~clo!:' iaµort.<n1tt!t1 µarü el 

m.ejorcuuento úe la ~br1oge11és1s somática y ld regenerac1.Sn de 

plantas de maíz baJo condiciones !n vitro. En este ~rabaJo ya se 

hatJla de la iaµort.a11c1a del cmplc...'O <.k: co11t.:<.:11lru~·.ionL':; ullu:... JL· 

ti:dcaroua dl .tnic.lo cJel cull1vo pdrd la J.11ducci6n de cdllo1:1 

concentrdcii!'u con ~1 fln de peraitir ld aadurdci6n de lo~ 

~•brLol.<J~ toradc .. h.>t::S. ade.:S~. <l.11:Jcute porqu..i;'. el genotipo es un 
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factor. determinante pdra obtener ld respurufta embrlb!:~ni'¿~:'·'_:: 

Ya en 1Y84. Vdtsi.l reportd ld obt:enc.H.~n e.Je cdllos - ;;¡;·~¡~k4-,~~:os- d 

partir e.Je e•briones .u1mdduros. solo que· en este ?Cdso' ha'ce 
·"--:·,· .. e 

referencia a la p1·ese11cJ.a e.Je un callt.i f1·jé:tble y otr¡;~-.~~~·c·.: 

el CUdl caracterl:¿a como cdllo embriog~fl!co. ·,'<e:,:·<.';;:,, 
En 1985, 1:>e publJ.can toc.Jd und serJ.e Ue trdbdjos Con 'mdíz ':4':1~ 

hablan del procel:>o de embriogen~sis somática desde varjos, puntos 

lle V.ll:lld, entre los mát:J i111portdntet:1 t:>e encuenlran: 

RaüoJévic, (1985) obtiene Cdllos embriog~nicos a partir de 

adicionado de alt.as conctmtraciones de 2 0 4-D CS-10 mg/l} y 

kinetind.Adea.'\.s redliza un anílit:1is hlstol6gico de sus cultlvo1:1 y 

obt1ervd 4ue existen var.ids capds de c~lulds merlstem!ticas en ld 

auperf icie. En es te tralJdjo se llega d obtener plantas maduras con 

Lowe,(1Y85Jobtiene Cdllos ta•bi~n a partir de embriorie~ 

.i11.11uduros. los cudleu sie.bre1 en mee.Ji o HS con o. S 11g/l de 2 .4-L> y 

12 ~ de sacdrOsd. reporta 4ue con este trdtdm.iento logr6 tener un 

Cdllo sumamente compacto (Cdllo tipo lJ,pdrd sembrar estos Cdlloa 

la sacarosd se re<luce d X. As! se logra obtener 

e11l>rioides y Posterlormente pldntds completas a partir de callos 

que t.it:meu una ~acJ c.h:! :l a.f'ius. E11 d1 cho tri.llJéJJU se µla111.t:iJ cuit1 t::t:i 

el aspecto de un Cdllo embr.iog&'n.ico determ.inamJo 4ue puet.Je ser 

de dos for•as 

d}Cdllo friable y de crecu1íe11lo r.Íp.it.lu 

b)Cdllo co11pdcto y de dpdr.Lencid J1Usilagi11osd, 



&n aalxJH cosu!:i st:: ol>t.U\ll.tffOll ~~l.;r-l.vl.d~:;. '!Utt c.Jlero11 lu~ur tt ~ltmtm; 

compl~t~u; mJ.aaaa que llegaron _d,,la 11.aúurez •. 

'fomt!li, {1985J H~ encarga de1 t:$lUdio de la iuflut!ncia del 

g~notu>o en la inducc.Li5n de Cdllos eaibrlogénicos en geraoplasm.H de 

ma!~ tdit.t:, en ~1:11..e Lr<ibajo es donde ~ala~11t.e !:ie habla de la 

existencia de dos tipos de Cdllos embriog&olcos, los cuales se 

definen de la siguiente foraa: 

Callo tipa l: Fir•e, coapacto, pequef'ío y de creclaiento muy 

lento, a veces de apariencia ausllaginosa. 

Callo tipo ll:Suaamente friable. de crecimiento r~pido y en 

cuya super!Lc~e He definen cldra•ente lOli 

eabrJ.ones .1::1osa-1tJ.co::1. 

Adeaás este autor recll.t:.:::a una coaparaci6n en la ret:1pue:Hta 

embrio~hica y el parentesco qu~ exia1.e enLn.: loH: gt!not.U.Xl'li, 

concluytm<.lo que chc;ho µareutt;!:t:Jco es auy import.a.nt~ en les. ca}Jacidad 

de formar callos embri.og6nicos. 

Ka.mo. (l<Jtl5) trdbdJd con el h!br1do A-188. aie•bra e.brioneN 

.1.Illlladuros en medio No ~n otnwuri.c..lod co:tHlatrle, ol.Jl~nit!nUo uu Cdllll 

embriog~nico t.LPo 1L (friable). La maduraci6n de los eaibrion~ 

i:;um.~ l.icot:1 uut.~1uclus Ht:= dié i:!l. t.ra1u~ft!ru· eut.01;: c;ul ti voH al auua:u 

medio adic1onado de 6 ~ de aacarot1a y tüu lu µrest!ucü1 de 2.4-0. Se 

obtuvieron pldntas completd:.i,las cudles lleg.iron hdsta ld madurez 

p1·et1tmLa1uJu uu ftmoli¡.)O ttor•al. 

Arm~trong y Green, tl'J85)obtJ.ent:!'ll un Cdllo embriogJ;n.tc..:o 
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la e rec.uencia lle embr.iones aom.s ticoi:i.· LaS":'Plitnfi:lti ~r~t:eli~~t.Jas 

crece1t hasta la mddUre2 y 8010 c·trat-;~;-·:< <}~J~il ~:,~~~n·~:;m~·~~ 
conten!an un 

plantdl:i obt~n.lc.Jas ~l l l X fuer'-i;-ll 

Po'1ecl .. {··i~;~~t~F{:-.~~ig~·\ ~~·~{;J~~ . laH 

CdpdC~ J~" :.-~f.lk'.~~~t~-· ·~:~-~~~:¡~:1~-~~:~· ~ 
" .. ~''.;• ' : ·.':. ·. 

Ade1n~t1 HE! llc~u i::l cJef.i1u.r <fU':!: "'·'::·,_·~.::~~·:f,._~::·_;· .. >:·~,~~·"· -~:,·-· : 

aJLa ddJ.CJ.•311 de L-prol.tud J.ncr~tmt'd -la ~·~~~~d~~l~~~i üi ·<~::].~-~J~: 
Y': ,'¡:' +T;.r, . ., ·~<<~·:·:~: .. ;· -~;-\:--

e•br.lOgÁll.lCO::J t.ipo ll ·,,. ..... »}..~;J. .;:_;_ . 

a) La L-prol.ina es U Ud fuente de Ni tr6geno · 1.íÚ;;~~a'tl.té;:~·pJ~~-. .lof:J 

cultivos embr.iug~nicoH de maíz 

c)Ld 1:luta.•.ina no es tdtl efectJ.Vd co•o la 

-::c;"~·{}t~ -:e~·· ·~:~i-~{.-, 
L~~;b:i'¡~~-~ :.p~:r~ 

for•aclón de em.br.tone.s somátJ.cos o Cdllos -~\~;~i~;C 
lt! 

Everett (1985) ,se ocupct de la cdracter.t.za~c.ié'~--¿-~d~~· ·~.ma-rCád~res" 
;,-·:' ,-',..; -:,,•t·· . ·-

b.ioquí•icos en cdllos eabriogé'.nicos de ma!z, de{in!~d_<?, que::uOO'·cJe·:· 
·:"··· .-',,, 

los •arcadores es la glutdmdto deshidrogenasa. 

Vasil {1985),reparta la regeneración de plantas <.le 
:.- - ,,, - :. 

callos ~•briog.$nicoH frJ.abl~ y de cultlvo en·sus~O~.t~ÍI; ~~~-._, 110 

tiene mucho Sxi to. 

OUllCf.111 (1985) 1 tral.Ji:IJO COll Ulta gl"iill Cf.lllt.idiicJ:de.'i:ti1ol.i1.>0S de 

mar~ {202). rm·wula lodu uua 8t:!J:'l.E! d(:! mt!Uio~ euµlt.t:1udo como lJüst 

la co•posici'5n de los med.108 HS,No.~ y R'lº; a t1·~v§~ -de lul:i cudleH 

logrd obte11er plantdH completdM y dumentdr Pº:f' cru2da (formac.i&n 

de h! br idoH J ld producc.J.Ó11. 

U11 e:tHlM:;'Cto i11:1purL0111.e que t:se <.:oucluye cJe ~te tra:.Lajo es QUE.:! 
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ex.i::iten l_iail:aci~nes ,genét.ica::1 para la 1·~gen~1·ac.ión .·tle Plantas por 

lo cual el-geraopla.s•d µue.Je ser afectdtlo severamente par dichds 

lia1 t.a11t.et:1. 

Al di1o sit;uumte (1987J, el iaif:imo üUt.or vuLilici:I u11 t.retl>cdo en 

el que trata de explicar como es que puede darse la acu•ulación de 

L-prolind en el medio de cultivo, tletermJ.ndndo que 6ste1 eH 

importante porque hdce tolerantes d los cultivos de •a!z d bJJds 

temperaturas. Además trat.a de exµlicar cuao es que µuede afectar 

esa toleranc.td dl proceso de regeneración. Kn este trabdJo se 

utilizan los h! l>ridos B-37wx. H-99 y Ho-17 en lHs que la 

acu11ulació11 de L.-µrolina en el cultivo se induce con una 

co•binación de •d111ütol (0.53 HJ y ABA (0.1 aHJ. Adeaas tle Ouncdn, 

surgen otros autores que trati::ln de buscar otrds alterndtivas part:l 

la regenerdc.tón de ad!z, t:l:i enlences coao en t!Ste a.isao i::l;:,,o He 

publlca lo siguiente: 

Conger y Novdk. { 1987 J 0Ut1e11eu a µartiJ· <.1e 1:iegme11tol::i de hojet 

colocados en •t!l.J.lo SH, Cdllos e11br .iog~nico1:1 o bien e•brloueti 

so.St.tcos. Al hacer un estudio hlstológlco de suB cultivoB. 

observan que los eabrioldes surgen dlrecta•ente del eKPldnte, 

posteriormente provocdll ld ger•i11dción de estot:i:. increaentando la 

concentrdción de sacdrosa al 6 %. 

Novak.(1987Jobtiene e.abriones soaáticoB de lineas h.Íbridds y 

esta respuesta la compara con la varldbilitlaU gen4ticd de las 

m.ismau. la cudl es .u1tlucil.ld por radiaciones gama. Observando que 

la variación es mayor eu las 8etullas i1·1·adiac.Ja!i. 

Kamo (1987J. reporta por primera ve" la foradci6n de calloH. 
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e.11brlog.$u¡·éu::i :~d pd';~t;:J.i-·. <Je_ µrutoµiÜslús ,tlt:! :·mdf z. l!:ú · t:!::llt:! caso ·eaiplt!d . -·' .... ·--, -, -"'"• ·, . 

tü hibr.H.io ubl~1t~~l:>. ·iJ··~_".·A·-:.ÍH~.:~:-: IÚ~~-~k· ~~..ci~cu1- .S~~t. id .-·~rn.JúccJ.~11 

de c;,úiií. s•( 1i~~ .. · .. t!n \~tii;ion~ ;,;,.aduras y ·el·.· cultivo "" 

tiU!:l~IU~·Íé111~· j'~.-~-~_{f1'~,~~·¡Í ·-~-'. ¡:;,;,~tl.l: .. ,_lft: • .. -~~·11.~~{. ; (i.J.C.. . .-: .·¡] • éf' . .' JltdiÜ ·. qUt:! 

utlHÚ . .,;¡ Hti ¿;iJ1clo1;uJo de., 4".•/::/]¡(Ú~ :¿,i.fo. L~ .. f;iruil~¡üz:~ü, "'" 
s~~~-¡:~~~~~.r eil· Un>'.~,:~~~úó·. ~~·Y~ ·:.1~¡~~~!,~~~~-~iJ.·¿:~ ~-~,-~ .. -. :~}.\t'f.~d.· íáéfilti;,_ÍJdJO. 

r • . . ,• o\ ' ,,. - ' ·~·:;···,' 

(di.JlciJ¡la'~,~- u~ ·a~3 ;!H' J·~' .-~Y~~·!~Í¡~~ij\,,~c.od ·,, t!i~· .. r·.rn· . d-~ ·P~~P,í-~J.·d.r :': ·1d 

t..1 J. v úiitSn e~ iUi~r., .;~:·:· '"\?.: .: .. ,·~:·;.-:: ¿~~';;:--.e -.:~:.f'.i·. ,.:_ ;~;:,'~ ~'~·:;,;:: .. ~:~~~;: ,._, . ;·\~} -~- ··-·· ·> 
':je'·• ., _, __ ···• - -.~··,., ,;:;-•~~.~t.~'.'.',··~ :;e:,.,, .. ,,·• 

~. .-;:~·.·:.',, ·".~~~.;~_·';· .:~~:,.,:--·:-.A~·:-_ ··"'· ~~,-~:~~L-~~ft.f ~-~~:; ·e··-·.·; ~~ú .. · 

ClOat! ( i~~;'/(: -flilce "úii '2'.·~~i:~~i~::t:~~¡.:~'. ~ji~{¿~;~ .. que· ·· t.ie11t! 

asi'a1laci611 d~-_auxiua1:1 :.por.· lii.s .~¡JliiJ1t&~~:~~~~~~úe·:~·::-:·si{? 1.u· ... Vi~~¡. _: ~ut! 
aclua como ;egu.laUO~ uf;: cr~-¡,1·¡~·;;t~' - :y:}-cOmü~ :-'~ülc:idoi-_. citi~r$t-.iCo. 
provocando de estd Ior•d 4ue se· pré::;eól:'t!n ·~11.brion.es · s-om.~t.icos en 

lot:i cult.ivuH. 'frab.ija con ad!:.r! eu.l.e ·t!alJúeamJO embriones ln11ac.h.irot1 

lot:i cudlt!ti sJe11l>rd t!O m(..""CJ.lo HS, dUlciOiltido por sepdrado'de: 

i:tJ2.4-D en un rau~o úe 5-20)1 H 

UJ5cido ~11:t:.01t:o 

Lo que olJl1e11e t!!:I que .ioü cull<:-1:1 t:te ·-"r~~nuui · t!U 

Lrdld11J.entos con :l,4-l>. Lot::1 Jltos, 1uve1~te t..le ·t:idca-roHd. (9-~12. XJ 
,: -~:-'·: -- .. -:~-·· :<: 

u11a cu111..c11LhJt,;.J.~511 UdJtt <Je au~J.11i:t -~~·:c~~~l~llL,E;t•• l& .·.·Ii·(..--cUeuCJa 

t::"llbr.ion~s so11~L1cos y por 11ttJ..mo '11~gu n" . li!. ·c~;·u:iu~i6i-í . ue 

exJ.ste un efecto ::tJ.mlldr cuan<Jo· ~~<~.:·d~_J~:¡¿'.~:~. <~~¡: ;::~~ .;-.. m~Ji.o 

'' .. ' ;. : ::~ :_ 

:j'· >·, ., ;·> 
fue de o.s,.- H. 

y 

<J<: 

t¡Ue 

Como se J>U~e v~r. e1( '~'l:~· ~r;O' ~·:y~". se "iogr.Jn dVdf1C~~ 
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t.Je LrdbdJos en t.Jon<le se reporld lü rege11erdci~n de pldnte:u:; tanto 

por organogeno?s.is como por eabr.iogen4s.is somática, ast entonces 

tenemos que '/d se reportd ld obte11cJ.6n de plantas completas a 

pdrtir de protopldstos lH.hodes.19t3t;5: Pr.Loli. dnd Shilllto,1989). 

los cuales fueron d.lSldtlos de c.illos embriogénicos. 

En nuestro PdÍS se .lOJ.CJ.aron tdabJ.o?n esfuerzos por obtener 

cultivos celulares de maíz, con cdpacit.Jad de rediferenclaci•.5n 

empleari<lo'pdrd ello varJ.e<lades comercJ.dles importantespara el 

reportan el 

dt!l ~cJ.Uu - \2-metil). 4-cloro 
- -- :--.. '._·- .. ··::'. .--; 

'Lel10X.iPrO-p.i61üco 'taecuprop o HCPP} en ld J.11duc1.aé-n de cdllo J 
,., ·:-· •' 

pctrt".Lr ·-de --:dlre~~ntes tipos de explanles embr.ión maduro. 
- ' ·-

lüllu y-:ri::IÍ:l.Jde ·:dif~re11Les vari~ades, culllvadoB eu mt:!<Jio HS; lo 

!:1Upl11· 

con grandes ventajas dl 2,4-D tanto en ld inducción como en el 

JDdllle1UJ1J.ento t.Je 10::1 cdllos d pdrtir de embriones maduros 

lS!°:11che;¿, el dl. lYl::ll). -uHf blH:1n10 ul.JHu1·vo1·1..111 que el empleo de 

cu1et.lnd en und concentrac Lón mayor Ue U. !J mg/ 1 inhibe la 

1 orinac1,S11 del cdi.lo; e~ l:abl~cieron ldmb.i~n que 

emlJr.i.~11 de Hemil·lm:1- madú·r~1u; vresent.a. un l>uen 

el empleo del 

porc.:ent.uJe de 

o-uew~s. -út:!c-_-1-a·-o~~~:L~:~~~ ~i;~-.,~~r-l11sµo11e::1~ _del--~>!~-~.'!!~~-~--- u_!!_~}':~·~~ t.O<.lu 

dhO· agr .Le·~:¡~·~~ _:·::·~·11~,~~-,ú~~ctl1 - dt:>Í 1auu1u .... 
'<: 

re~puelil:u entre .. 10i:i ·_··~i·r~~-ent~s ·~~notipoS~ 
,'J1t.·1111t:.'~( üKOH .~~-li-l~~·~ru1~1· ht(··lol!.i«.1~¿ 
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'1:!11 t:-1 t:."Utat1t<-·c1111Jt!11i.u Je J.ül:i couoic.:ioutm c.J.e Cu1livo 

pdrQ lit red1ft::rt!J1CJ.LIC1-ÓH dt: ~ts1lo_::> pU_~li ~ll 19t:JB 1·cPorlet lCI 

µre1:U:!UCl.il de nu111.~ro~as telil1·uct..u1·au · pu_1:e<;itlaH' u· ~mlir1oitleH ~ i::t. 

partir d~ cultiY'os tle cdllu~ de ·.lti varJ.OOnt.J TUKPoeU\) -t 
~.. --<-· .-::·· ~.. ' 

11.i:UJttm.L<..IOH eh •~.hu HS aocJific.:ado, ,f::!:li111i11b11do la 

de regu!ddor~~ de crt!C1•.1enta 
_-_'' .- > .,_;_-.~ 

ex6g~no::i:- e lncrementdrttlo 

c.:ofl<..:~nt1:·aci~11 <le !:iDca1·uMé:t. ai ". 6~··l,. -'cia~·-' JDt!UCioua...- que ya ~11 un 
:.~:--_.;'~."-'.-.":_ ,.: 

neµor·t~ 1w~v10 {SÍucht!:.e ~L -cs1·, ,·l-98~J·,. -~~se 

evitJencJ.as que J.Ud.lCcUl un .-~ie~~~o . .- /'; ~~~ncJ.~l 
los cultivos y esto es _porq_ue .. ~,~ :~-~S~~-V~&~ 
11t:!:r l.t! leaoi<les. 

e -Í~> 

cut::nta COll 

eorfogen~t~co Ue 

la presencia tJe 

'"' ha. <lich<> 

visto que en 

este se Obtiene ld m~J~r _resPu~~t~~ sin embdrgo taabi6n se han 

(Wáng.1~~7¡"_._~UC!h~:¿ et/ ar-:· 1983 y 1988) O bl.t!:ll a Vi:11l 0 t.ir úe t1oj¡s~ 

tConger. 1987 >'~ eit. l'o~ casot;:; en lot:i: que t1e reporta la regenerdCirSn 

d part.lr de llrot:.opla::stu~. e~toH hdn t:UUt> au~lddos <le cultlvoa dt!. 

calloli (jUt:! .fUt!rOJl J.l1<.IUC1.do~ u p.ttrll.l" <Jt: f!lll.Jl'JOllt!H l..llrtt.ü<..IUl'OH. 

Se han Uitscu t-Ldo alguu.J.~ raiiones ncerca d~ la J.rn.:.ipacJ..ddd que han 

aot>trado LeJldt>ti cun d1to 1uve1- Lle t.Hft!renc1dción pdrd producir 

hojati. lds c.$.luld~ t1e t:!ncu~ntru.n detenu.1dli en ld fa!:lt! G1 y qu~ hdn 

Sido incapaces de C-~.SJ.'OJKter baJ<? COfldiCÍOOeS w ·vi-tro pdra pasar a 
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re1aci.01Jdúa cuu let µé°1"didet e.Je DNA co•o cormecuencill <.le uul:i 

cJ.d~t·e11c.iacJ.Ó11 ¡ .. wcvia (Hi.llt~riu, 1Y86J. 

Téial.néu es etapl.11;1ae11t.e recouocido el alt.o nivel de 

VürialnlH.Jiid en la ret:ipuet>t.a que auest.ran 101::1 diCerent.ea genot.:i¡.>os 

y de hecho ::ie ha generdlJ.Zddu Cdt.Ja vez a~s la (dea de 4ue d.a.cha 

Vélriaci.611 t.1eue baset:1 geuét.icas, es decir, que la caµacidad 

aorfogen¿tica y el desarrollo e.Je los cdlloH está detera.J.nada por 

uno o 11.ÍH etleloH <Jent.ro <Jel genoma. 

Ot..ro aHµecto iaport.a11t.e y que 110 ha i:sido t.011ado en cuent.et con 

cllención ~ el pdpel 4ue JUegd la interacci6n entre genotipos 

eBpt!'C{ ficos y el 11t::ei10 aatuente donde se eucuent.ren liif:I 1->la11t.iiH 

proveedoras de exµlant.eH, <.le hecho Tomes eu 1985 ya rt;!port..i:t __ que 

d.a.chd 1nteracc1én interv.teue t!Jl ld trecuenc.J.a e.Je .i.nduccJ.611 de 

Cdllos tJ.Po 11. 

1';11 cut:rnto iil cuulenido de hor11011a1::1 e11 el 11t!dio de cult.1vo, que 

ha sic.Jo considerac.Jo el factor •'ti iaportante en otrds especies, 

para mdÍ z se hd obt:1ervaúo que la mejor res pues ta pdrd la i.núucc.ión 

de callo se obtiene con el empleo de 2,4-0 co110 aux.ina, en 

comparación con AlA y ANA lGreen et dl 1984), aunque taabi'n se 

hd propuesto el empleo del HCPP (Sánchez et al, 1981) o dicamba 

{IJuncctn et dl, 1985) .Por otrd pdrte, de acuerdo 

publJ.Cdclon~ dnlt?r1oraenle dllá lizaüds, es claro que 

a las 

la 

Ju;mu1uci6n tJe lus n.tveles <.Je aux.ind o tiU t!li•inación por 

completo, provoca ld for11dc.i6n de eabrion~ 

t..lec1r, Me UeseJICdc.Jend t!l t!Vento .11ortogen.\t.tco. 

t1odtico.i:; 1 ~ 

Uurdnte aucho t.a.emJX) se hd dcepLdt..lo tdabié'n que en la 

~gcnerac1~11 tJe aaÍ:.:: ü:1li C.L loc1.111.11e1.H 110 .JUt:J::i::IU un papel auy 
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.inhibl.ci6n pdra lc:t for•c:tCl.~n de t.:dllo (S...(nchez. et dl \979); ::sl.n 

eabd.rgo. en 1988 Duncan y W_.idhola P.ro~~en u~ ·_prótoc~l~ en" el 'que 

se µla11l.ea un ~rJ<>do de cult.ivo dt! loli callOH.· 'tol.il.ehl'dutL'a lta~t.il· 

de ~br.ton~ ituadduros), Je. 6 ·~{a::. ·ea_~~~~~-- ~~lo-~·~'.~-~~~~ P?~ ouilca1-

en 1988, el cuc:tl t:ie encuentra" :ddiClo1~-a<l~ :de.-:. ·3.5 11!:/.l :·d'~ 6Í3AP.-
'-·' ___ ._·.·_.-·.:·· ::_., 

d~·:._- .. -L;.is1~Í~i~i~loi,/~~·:. Viira yr~_¡:.i~~1u· 
\ji·>. '·;,;:·. - ;'.;_" ·• ;;,/:~.:;·- . • .. o- ·-
·-/;! --r. • -: • ~;;:;,:~-- '""'-· 

<::' \i:_y' - .. 

ia fu~1L~ u~ ' catL.U :: ¿n 

( ci t.oci11ims) • 

b:J1 

concentra~;io~~ ~:~~~-.~~:~ ~~ u.i·& ~- d un 1~'-:~··dº~-H:~-~-~-;~~~ -i~il ·cudl~ 

En- Cüanto d. los requerl.•ienloti de Hitr6genó, t>e hdn tenido 

re:;ultados favordbles en •ec.lio HS y en Ne a ~ar que enl.1·e amUou 

existe una notable diferenc.ld en el bdlance entre Htn/HH•, que 

de 1 y 7 respectivd•ente.Con el eapl~ de d~pdrdgind y L-proll.lld 

t1e ha logrado un aejord•iento pdra la Cormdci<..<n de Cdllo Lipo 

11. •ientras que el empleo de t:lutd.mind (d11pll.a•ente util.tzado en 

olraH especi~}110 ti.elle 111.11gu11 efectu o t.>1e11 pre~euta un efeclo 

.i11hib1tor10 y ~to hd t>u.lo r~porluUo µor "lum~ en 198~. 

La ¡.10::>l.lHlHJdU úe def.i1u1· Uh m~10 4ue re!:lulte acJ~Uddo l-Jdl"Ci 

por ejemplo en 1Y8!> eldbord LO<Jd und 8e:rie Ue met.hos e.Je cultLvo 

que le \.-1Crm1tt-"11 <.le\"111.ir u11 me<J.io "i:1<Jecuado''i:tl cual d~11umi111:1 at!Ulo 

"O" lot;rdntlo con t..111,;ho met.ho pruducJ.r c.t L lo~ ret:,eneraUlet1 tle l'Jb 

genotipos diferentes e.Je lldÍZ. 

Ta•bi~n se ha observado 4Ue exlt>te una ~rtl.lda 'en la 
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cE:a.lJiu.adi:ltl · .. ori"On;~114t.:u;t.1 _t.c.u.1t.o tm call.ot:; co111u en cult.J.Vos en 

HU~~us~?u: Y~ ~uLU. vur(íl··tJt::µen.dJ.tiuc.Jo lle! geuot.11-.KJ {Grf;!t!H, 19B:t: 

~nCt1ez-,eL ~Y:.-·i98'8)·~r lo Cucd. 1:5e ~o•ienda er~uar uua ccmtillua 
:: .·· ·./'..':. "-<-:: «·- ).\; . -

titü~C:i&u ~-de1· _ l~·Vo: de- t::dllo em.br i.og4nJ..co, el.uunan<lo el t:dllo no 

auy i•port..a11t..~ yu 
" •':;• _;:~{;.' ;.-..,'.'!'-. . ,'-

-q-ue-'ile :~td ·,·iidne.i-a ei t::c:tllo •dnti.f::11e por •ás t.L~po la capac.uJaU 

morrC:.í:e1;6i.'iC,,:;[ (Vba11,l987; To•.,,.,l9!l5J. 
""': .. _· 

Para el e.stablecialento de cultLYos en suspensi6n. es auy 

i•'port.anté -lograr callos embriogénicos tlpo 11. ya que de esta 

for•d. la::J ::>uspe1wl.ones pueden ser a.1~ f.inds (Vdsil.198óJ. ademát:1 

lela célulc:s::r •antienen por m<Í~ tieapo la Cdfl'd.clddd morfo~en-'ticd. 

t:lt! obt.1enen de eabr.iou~s .i1uiu<.1uro!:i son fr.lalllet> y en nint;Ún cia.t:Ju 

.1::1on mucildt;!lBOt:>Ot:>, tle e~Los c:dllo::; ~t! e~tablec~ el cultJ.vo 

u1duc~ en 

MS ad1c1011at10 de 0.5 .1a.g/l de :.!,4-D y 12 X de sacaroHa. doH 

85 m.Jicio1wdo Ut-J u.5 mg/l de 2.4-0 Y ::t ~ <le UilCi::H'OUd, 

posterior~ente se colocan en mecJlo No con 2 ag/l df.! 2,4-0 y 3 X <le 

SdCdru~o:; pJrd estdlile<.:er el cultivo en suspensi·~n se eaplea este 

4l.lSIUO St..-'<llO. LO$ cuttLVOi;;; ::;e d~itdn d l;.,!U rpm. en Ol>scuriJ.tU 

coni:;telule a 21 e 

protopl.:ltilOti mJ.::>mos que foraan pequei"ios c..:ct.llt>~. loa CUdleti we 

plaqu~an pdrd .lct regenerac.ién de plantas en •et.Jio Na iidíciouaúo Je 



colocdll en •~.to N«S· t:u.11. ret:u:l:odor~u :·dt:!' ·ci;~iiututo:, (~úa.~111c11ic la::; 
,-.. c.' -

plantas que se obtuvierOú .nO._-·Pr~'t:!ñ.~~'~1 ~,'¡:~.il~d'iiá:~·:\ ~Q-Z.:ró·l~gl~ds n.l 
., ~-,.,. -. -:;_-')_·:· ,~::~;:;~·· .. : -· 

reproductivas • : ___ :.:...:·~' 

·_:·~_'?'- -·-:~: ~J-- :?;~--. ".\.:::-' 
Hecientement:e en 19~0. Gordon reportd yd l~;'i:~~~:;f~~~a~ión e.Je 

célulaH e.Je aa{:¿ y la loraación de pldnldli: 
' ·; .. ' ·'' 

tra~,~-~:~éni~~~'::. :·q~-~ son 

e.Je 1 mg/l e.Je 2,4-U. Pdrd el cult.Lvo en S:USJ>t!Oli:.iÓn empled el medio 

HS con J.ca 11.1t:1mr:t cu1u.:t:!'11t.1·c.c1611 de caux111ca y t!H en eat.t: t.1po <Je 

cultivo en el qut! ldt:> céluld::J t!abrlog4'.1ucds son tre1nsfor•ddds 

ell el 11ec1l.o Jfqu1dO t:!'ll ilQec.Jiu M!:i CJdl.Cl.Olliu.JU <Je O.;¿!> mg/1 cJe :l.,4-0 y 

10.0 ag/l <Je BAP, dur¡¡11t.e cJos Heaanas. al t.t:rm1110 de litli cucaleti He 

colocd en el aJtimO •etlJ.o ¡>t!ro sin reguladores de creclalento. Al 

.Lgual 4ue los: t1·dlldjos dnter1.ore::; e.Je cultivo en suspensión, las 

plantat:J llegiln a ld •ac.Jurez HJ.rl pret1entar ttlg6n probleact. 

Coao es de notarse. ya en los t.Ht1mos dos af'ios. se tp.m 

logrddo dVdllces relevdntes pdra obtener un cultivo eabrlogén.i.éo en 

e.Je loti cudlet> se hd obte111tJo ld r~µuestd td_~1Lo e.Je e•brloge•l"ti!H 

co•o e.Je regene1'dc115n, han SJ.tlu .111uy espec.;ÍfJ..cos. y c:sunc.¡ue esle 

\~lt.ü1u autor µliu1tea qu~ t>U protocolo put:!!.h:~ lier uu t>it:ttt:niu 

et; lo t.t:1K.1r.í qut: 1-11·olJdrst.: pUL--ti c.:0110 es sc:eliido w1 cu1 tivO lle teJldO!i 



ve1;:et.ales loa geuot.ii.>os de est..a ~~1e rt:apo1K.Jt:m de difere11t.e 

foraa. 

En 1989 0 Houstaf~ propane un ~loe.Jo que resultd iaportdnle 

cuao un •arcddor de la respuetJtd aorfogen~t.LCd, este autor reporta 

und correldci-511 signlficdt.Lva entn::!' la CdPdCl.dtt<.1 de aorfogenésü;: y 

la reducción de Hno¡ a KnOZ por loa callou de aa! ~ lo cual permite 

emplear let r~ucc1ó11 del. µ.ermau~etuat.o <.;Oao ensayo e11 la capacidad 

de regeneraci6n. 

Final•ente. hay 4ue mencionar que existe un gran interd-s por 

co•prender cuales son los factores que van a deterainar la 

respuesLa .11orfogen4t.icd. A pesar de no ser un sistead f~cil, el. 

cult.ivo .!!! v1tro de aarz ha sido aprovechado en la investigac16n 

bás1ca en la c1tolo~!a (Baíza et al.1989J. diferenciáci6n celular 

tS5nchez el dl. 198f:JJ. metal.>01.i~mo. ~te .. 'i. dS! de ~ta foraa 1r 

aclurt1ndo como ::1011 los 11u~cdn.La•o~ d trav~B Ue los cuales se Vd 

dando este proceso morfogen6t1co. 

5.6. Efecto del Nitrato de pldta en la Kabriogenésis soaát.lcd 

En los 61 Liaos at"ios He ha empelado el n1 t.r·cst.o de plat.a para 

.incre.c:ientar la respuesta de morfogen.$sitJ en los cultivos Ue •af z. 

Uno de los primeros reportes fue el de Songstad y colaboradores en 

1989.En E!Ste t.ra.ha.jo 11e úett:raiua la .u1ilut:ncia del et.ile110 t:!H el 

crec.imlento Ue los Cdllos y la regeneraci~n Ue pldntds. AMl 

Lamb1~0 dnd!J..Zd el e{eclo dlltdgÓn1cu que tienen sobre e:ilc 

co•puesto la presencia en el medio de cultivo de nitrdto de pldtd 
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y el 11orUo.rucu..l1.c110. Pard esto los dUlures l.l"itlJaJan cou -t!Nln'iolleS 

inaaduroli de los hÍ l>ri<.Jos PaYl y H99, lo!:> cuales !:le colocaron en 

un medio que denominan "O" (Ouncan eL al, 198!:>). com~:>l:le:f»l~ '. var.~ 

macronutrientes del N.j, micronulrie11let:1 del B:, v·ilandr.1aff-_···det 

mee.Jiu HT, dicdaba l!i H. L-prolina 12 mH, hidrol.ízado· ,de ca!re!na 

500 m.g/l, KN03 28 mH. t.iami11a 1.1 H, t:1acarosa 6 ~ y glucot:1a 

SómH.Los cultivos ~e incuban por 21 d1as en obscuridad constante 

a 28 .:.e, los calloH ol>t.enido1:1 t:1e ma111.iE:men en 

trav~s de re:.;ieml>ras cada cuatro semanas. 

medio "D" a 

Ld relevancia de esta publicaci~n radica en que por primerd 

vez se plautea la utilizaci6n de ni trato de µlüt.a y 11orl>ormsúie110 

pdrd incrementar ld cdpdcit.ldd morfogen,.$ticd en callos de ma! z. 

dml>os compueslos dCtt'.1dll como dntal:!onlstas pdrd ld acción del 

etile110, a1:1! He úetermintS que a conce11tracio11et:1 de 250 _,u H de 

norbornddieno o bien 100,.u H de AgN03, He ihcremeuta hat1ta 12 

vece8 la capacidad de morfogen~sis en los callos. Esta actividdd 

.i.nhlbilorid que tiene el etlleno fue corroboradd al adicionar en 

el aedio de cultivo ác.ido 1-am.inociclopropano 1-carbox!lo (ACC) en 

una concentracl~n e.Je 1.0 mH, este ácido es un precursor del 

etileno y por lo tdnto ld producci·~n de dicho ga1:1 se incrementa, 

ol>serv111dose la i11hil.Jici:511 lant.o del crecimient.o como de la 

respuestd morfogenética del cultivo. 

Ot.mcan cu el miHmo ario, µul>lica un t.ralJaJo en el cual ol>tit=me 

un mejordmienlo en la regeneracién de plantas d partir de Cdllos 

e.Je ma! z, al é:tc.licio11ar al m~io ~-!:i mg/l e.Je ~AP dura11t.c u11 ~riodo 

<le 3-b dfdH (Duncan,1988). El incre•ento en ld regeneraci6n fue 

tügnlficdt_~_V<? y_~_ que 101:1 Cdllos 1:1e trdtdron prevlH•ente con 



AgNO::.Et:>Lo ll~va al ..&ximo el número de plantas regeueradas por 

gramo de callo, es decir.se logra un increaento de un 113 % a un 

148 ~ 

En 19BY Vain. determind taabiJn que existe un mejoramiento en 

ld produccit5n y regeneraci·.!-ri de callos embr log.Snicos tipo 11 de 

maf ;¿,. provocdUO por el empleo de AgN03. Al adicionar es te 

co•puesto en lo~ cdllos se induce ld habilidad de regeneraci6n sin 

afecldr ~l dSpeclo morfológico de los aitlmos, ade&Ás no se detect6 

la presenc.ia c.lt! etileno en los primeros 18 días del cultivo. 



b. - 01sEf10 EXPER1H1-:rn111. 

Para la, rt!alizac:i..511 del vresent.e t.ralwj·o- ex¡.)eri•ent.al t:;e 

dÚiei"ii!- un lJrot.o~olo que com;téi de varia!::> e'~ava~-. 

En ld primera etapa se contempla la ·.inducclón ·de._· callo a 

pdr tir de eabr .iones aaduros de las var iedade.s vs-22·. H-'135 -Y 

Chalquefio en dos 11t!<Jios de cult.ivo (adicionados de. 4 ag/l de 

HCPP ) 4ue ~on R: (m~>dio bdHal modificado lXJr 56.nchez et. al, 

1988) Y Nb4(medio l>asal Chu et. al, 1975). El callo primario 

lobtenido del embrión •aduro) se obtiene cuatro semdnas después 

de iniciado el cult.1vo, i:IS! t:se procede a realizar la primera 

resieabrd en medio R7 y Nb: ( loB uisDaoH m~i o t:1 con 211.g/l de 

HCPPJ .Ouiuce d1 as desvuéoi:; se hace U11a segunda reBie11bra en t!l 

11it1mo aeUio. 

La s·egUnJa etapa consiste en probar el ef~to de AJ:.NO~ en la 

~brio~ery~~l.li CUH:!XUill por lo que al t.urmilli::ff el Vf:!riodo e.le la 

dlt'ima resieabra al:!:nciondda se ~elecciona el callo m.1t:S co•pacto y 

se coloca en aedio R1 y N&! el cuul cout.itme AgN03 en una 

cuuctmt.racién de 10 m~/l, ó % de !:ii:lCéffO!:ia y lmg/l de 2,4-D;en est.t:! 

lledio los cultivo=> permanecerán por cuatro semanas al flnal de las 

cuales lot:S cultivos se colocdn en medio Ro. !l y Nóo. :s 'lambi~11 

adici.onac.10 de 10 111g/l de AgNU3 H~lo 4ue aqu! la t:1accu-01:rn y el 

2, 4-U se reducen a ld m1 tad. es decir. 3 ~ y o.s mg/l. 

l't!~'>e(;t.1vcuau11Lt:. La <.Juraciéu e.Je est.a e1..aµa igual11f:!11t.t:. t!s de cual.ro 

semands. 

. ·.;~}:;:~ ,:_·_;_::;o·._-·_)< 
Polit..~rjurmtmle ~11 le:t lt:re;eru et.u¡1a .;Pe ·l,ret.etlde·: ,:¡,·~~~c.it·: J& 

~Uei'íd~ : -~~~~~·~:,,~~ ·.~:'.·»J'.~ .: ~dllo 
•e 



e.11.briog~111co tm cajas de ~t.ri. empleando t.ant.o el medio R como el 

Nb y probar el efecto del ABA t~cido abscis!co).En esta parte del 

LJ·aL>ojo. l:.ie hace una divis1611 de los callos en aal>os medios y de 

~ta forma ue tiene un grupo "A'" y un grupo "8". As! el •edio de 

un grupo lAJ cont.em.Jr~ O .1 H de ABA y el c;iguümt.e grupo lB) 

carecerá de est.e;e11 a11L>os casoi::; la sacarosa i::;e •a11t.ie11e al 3 ~ y 

la duracitSn de est.e cult.ivo e1;1 de cuat.ro semanas.al fit1al del 

~r1o<lo l:iJ.t;ue una Hegunda ret:Jiembra e11 cajas de pet.ri en el que 

cada uno de los dos grupos se divide nuevamente en dos (grupo A 

A• y A" ; B= B' y B" )del.Ji do a que ahora se pret.ende averiguar el 

eft?cto c.Jel GA~ (.~t.:J.do gJ.l>t!ré-licoJ. Por cousiguie11t.e u11a part.e de 

los cult.ivou del gru¡.KJ A se colocan en un medio adicio11ado de 0.5 

11.g/ l de GA3 y la otra µart.e e11 un medio que carece t.ot.alaeut.e de 

fitorreguladores. 

Fi11alme11t.e en la 6lt.ima et.apa He pret.eude provocar 11:1 

ge:rmindc.i·.Sn Ue lal:i posibles estructuras embriog-Snicas.Pard tal 

efecto se planted emplear el medio EHB 0 (Reinert and Yeoman.1982). 

Co11 t:Ü fin de det.ermi11ar cual es el t.ralam.ie11lo en el que van a 

lormart:Je ldl:J estructuras embriog$nicas, se anexa a este trabajo un 

au.=dün~ m.ie;.roscéµico de los cult.ivo!:> ol>t.~nidot:J al fi11al d~l 

exper.imento. 

49 



Primera 
etapa· 

ProJuccl.6n 

de 

callo 

Segunda 
etapa 

lnducci~n 

de 

eabriogenésis 

Tercera 
etapa 

Haduracl.tSn 

de 

eabrl.ol.des 

DIAGRAHA: .DI! FLUJO .. 

lm.Jucci611 de cal lo 1 
,variedades 

4 se.anas 
1 

Medios de 
cultivo 

Primerd resieabra 

1 

Hedl.OS de 
cultivo 

2 se.ands 

Segunda resiembra 

2 seaanas 

Agll0> 10 mg/l 

Chdlquel'lo 
VS-22 
H-13!> 

Rz 
Nb2 

Medio adicionado 
lR• Y Nb• l 

6~ de sacdrosa 
1.0 ag/l de 2,4-D 

4 1:3eaanas 
AgNO• 10 ag/ l. 

Het.110 adicionado 
tRo.e>yN&o.e;J 

3 'Xi de sacarosa 
o.5 ag/l de 2,4-U 

4 1:1eaanas 

l~ Hit:.müra en cajas Pet.r1 
lR"y N6) ..... ':f'. 

2~ s1eaüra en cajats Petri 
(R y N6J 

4 se.anas 

3~ s1eabra en Cdjas Petri 

(medio l!HBJ 

" t3e.11.ands 
ANALISIS H!STOLOGICO 

so 

U.1 H de Al!A 
A 31. d~ sa.carusa 

I! 

.1 
Sin AHA 
3 ~ de sacarosa 

A'¡ U.5 mg/l de GA• 
3 lo de HaCUt'Ol:Ht. 

A"¡ Sin GAs 
3 1' de sacarosa 

ª' ¡ 
U.5 mg/l de GA3 
::1 'Xo de !:iHCill'OHa 

ª"1 SJ.n GA3 
3 1' de l:U:tCdl'Ot:Sit 

Germ.inaci.Sn 
t:=111.Jr101deM 

de 



7.- HETODOLCXllAS 

'J .1. Obtenc.Lén del 11cneridl biol~gico 

Se utilizaron embriones maduros provenientes de las 

varl.edddeli VS· 22 yH- 1_35. 11isma1:1 que fueron proporcionadaH por 

PRONASE, lo cual ~rait.i& que al meuos dos de las tres variedades 

que se emplearon en este trabajo estuvieran certificadas. 

Tambl.~n se eapledron eabriones de la variedad Chalquefio. la cual 

se trajo directaaente de la regi6n de Chalco donde se produce. 

Los e11br1ones colocados en el •edio de cultivo estuvieron 

complet.os, t.al co•o se muest.rH en la fi¡;;ura 4. Esto es porque la 

for•ac1-;5n de callo resulta mis favorable cuando el escutelo se 

encuentra presente y en contacto con el medio de cultivo 

(RadJevic,1984; Arastrong y Green,1985 ;S.\nchez, 1988). Cada 

~11Ur1611 det:1µu~B de t:1er diaect.ado de la semilla ae li1a¡ii<.1 

µt;!rfect.DDlt:mt.e, ea decir, se elimi11aro11 µor completo lot:J residuos 

de endosperao, el pericarpio y el pedicelo,as! de esta forma el 

material biológico queda listo vara someterae al ~rataaienlo de 

desinf es tacitSn. 

7.2. Trdtamlento de desinfeatación 

De todos los tratamientos probados ltabla 2),se determin6 

aplicar los siguientes: 

a) Para la varic.->dad VS··22 y H-135, se da una hora de remojo 

en agua corriente con recambio constante de ésta, en seguida se 

-- procede a trabajar bajo condiciones asépticas por lo cual se 

du;tribuye el •aterial biol.Sgico en aatraces Erlen.meyer 
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(est.é1·ilett) ~ .colocaudo 100 eabricmes en cada uno. Se. agregan, so· ml 

de una Hollicióu·de elauol al 10 X durant.e 30 segundos, al cabo de 
'. ... ,_ 

los Cuales. se de~ant.a y He agraga hiPoclorit.o de sodio al 10 X 

durdnte l.!:> 11.1.nutos, se decanta esta soluci6n y se dan cuatro 

se. cu!ocan en cdJas cJe Petr..L pdrd ser seabrddos en el medil.l dt! 

cult.i\/o reH~t.i.vo. 

b)Para ld Cha lt¡uefio, se e.apled el mismo 

proce<Ji•iento que pard ld~ variet.Ja~es anteriores hastd llegar al 

pa~o de los cudtro enjuagues. solo que para egte ma!z despu6s de 

lo~ enjuagues se agregd una soluci6n de cloranfenicol de 30 g/al 

y t::i:f;:! mantiene en aglti:!ci·5n constante durdnte 30 minutos, 

f.Lndl11ente se decanta la solución de dntibi6tico y se procede a la 

siembra de los embriones. 

7.3. Prepardci6n y caracterización de los medios de cultivo 

a)Preparaci6ri 

Para facilitar la preparaci~O de loa medios de cultivo, ae 

elaboran 1:1oluciones ºstock" de .fas diferentes compuestos que 

co11at.i1.uyen a est.os medio.s, t.al como Me <iu<lica eu las t.atJlas 

3,4,5. 

Pard preµardr un litro <le medio " .. R'~ ( s.Snchez et dl. 1981} , en 

un Vd!iD de precip.i. tdl..los tJe aí'iaúe una Cdntiddd deterialnadd de dgua 

Ues1onJ.zadd (volumen conocüJo) la cual se mantiene en ag!tidción 

constdnte a trav~s de una barra •agn&tica _Y una- parrilla con 

a~ltdc~6n; el aot1vo de úicha la mezcla sea 

52 



homogenea y as{ de - est.a for•C:I evi. t.i:lr precipi t.aciones al ir 

agregando las soluciones stock, •isaas que se adicionan de la 

manera siguiente: 

Suluci6n •l/l 

A 10 

B 50 

e 10 

D 10 

Ji 10 

F 10 

G 10 

H 5 

5 

J 5 

K 2 

5acaro_Sd 30 g/ l 

Hidrolizado de case! na 200 mg/l 

Heguladoreu de creci1:111ent.o (dependiendo de la et.ava ) 

AJustdr el pH del med10 a ~-8 con una soluci6n de HCl 0.1 N o KOH 

0.1 H. 

Se complel.:1 el volmncn en un mat.ra~ aforado de un lit.ro. 

Una vez aforado el medio de cultivo, se vac!a de nuevo al vaso de 

precipitados y se agregan 8 g de agar, se tapa con papel aluninio 

y manteniendolo en agit.ación coni;La11te se deja calentar hast.a que 

el agar t:Je disuelva por completo, sin ('t!:r11it.ir que el medio d~ 

cultivo hierva. 
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Pdra preparar un litro de medio N~ {Chu et. al.1975), se 

ai"iaden igualmt!nl.e la1:1 Holucio1Je1:1 1:1t.ock él una cant.idad conocida de 

agua desion~Zlida los volumenes que se dñaden son los siguientes: 

SOlución 1:11..0ck ml/l 

10 

2 100 

3 1U 

4 1U 

~· !HS) 10 

H lHS) 5 

(HS) 5 

J lHS) 5 

K !HS) 2 

Sacarosa 30 g/l 

Hidroll.zado de case! nd 200 mg/1 

ReguladoreH de crecimitmt.o { deµem.Jiencj,o de, la -~~~~a) 

Ajustar pH a 5.8 

Aforar a un lit.ro 

Agregar 8 g de agar y calentar hasta que esl.e 1:1e disUelva µor 

completo sin dejar hervir. 

~·inalment.e µara aml.xJs casot> tH medio de <:ult.ivo He vacia en 

frascos gerl>er en allcuotas de 25 111. es1.os frascos se sellan 

con tapas de plástico. Una vez terminada la preparaci'5n del medio 

de cullivo, li~ esteriliza en dutocldVe d 121 ~e y 1.5 libras de 

presi6n dunsnt.e 15 miuut.013. 



Para preparar un li t.r'1 de (Reiuert. and 

Yeo•a•, l 91o12 ¡ , se adiciona a una cantidad conocida de agua 

deaioui!¿ada las aiguient.es canticJades de las t:tolucío11es stock.: 

sacarosa 30 g/l 

Ajustar pH a 5.8 

SolucicSn 

a 

b 

e 

d 

e 

g 

h 

i 

st.ock al/l 

1.35 

10 

10 

10 

10 

10 

10 

1.0 

2.0 

Completar el volumt::u en un aa1.raz aforado. posteri oraen1.e ae 

agregan 8 g de agar,se deja calentar hasta que ~ste se disuelva 

por complelo sin dejar hervir; finaleente se distribuye en 

matrdces Hrlenaeyer pdra esterilizarse.Una vez est~ril el medio 

bajo conú.1.c1.ones de dSepci.a se vacta en Cdjas de Petri de 9 ca de 

diámetro (estériles) en alicuotds de 25 al. 

b)HiveletJ de hormonas y ot.t·til> uustaf>ci as inductoras en 

los aedios de cultivo 

iJHedio para la inducción de callo (R• y N6•) 
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Tanto el med.io ~ como el. N64 1:>e adicio11aron de una auxiua 

s1ntet.1Cd s.taildr al 2.4-U 4u~ es el ~c1Uo 2-{2-•etilJ4 cloro 

fenoxiprop16nico {HCPP) en und concentraci6n de 4 mg/l. Dicha 

concentrac.i~n se eapled porque en trabajos anteriores lS1nchez et 

al.1988) se ha v.isto que bdjo estds condiciones hormonales se 

' obtiene una buena respuesta de formación de callo en ma!z. 

ii)Med.io de resiembra (R~ y Nb!J 

En este caso se ddiciond al medio de cultivo 2 mg/l de HCPP, 

como podemos ver elite filorregulador ue reduce a la mitad vorque 

lo que se pretende ahora es que el callo ya obtenido incrementP. 

su ta•aKo . 

.1.J..lJH~ho atJ.lCJ.onado lR1 y Nb!) 

et¡ te met.11 o He caracter.í 2a por cont.euer el a~ent.e que Íjyuda a 

que se preHente ld respuesta embriog~nica en el-callo. es decir, 

que es en es te medio donde se adiciona AgNO! en una concen'LrélciÓn 

de 10 mg/l según Songtand (1988); adem~s es aquí donde se da un 

incremento importante de sacarosa (6 %) y el subíndice indica 

que uolo t>e adic1011.5 1 m~/ 1 e.Je auxi11a µero ahon:t 1:>e t. rala de 

2,4-D . 

.i.v) Medi.o dd.tcionado (R!::.:: y Nb:;. ::J 

Pard e1te me<..IJ.o a<.Jem.!s de los 10 mg/l de AgN03, lo que va a 

caracterizdrlo es 4ue tanto la sdcarosa como el 2,q-0 se reducen u 

En pdrtJ.cUldr pard egte mee.Ji.o el AgN~ He l>eliil y He tliHuelve por 

a~µarado. l.a HolucJ.S11 que üe ol.Jt..lf::!Uf::! St:! o.diciollél al 111f::!dio de 
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c:uJ.t.ivo cuandb -eri est.e ae ha diuuelto coapletaaent.e el agar (se 

torne transparente). 

vJHedio ~ara la ~r1•era aie11.bra en cajas de Petri (~ e/ABA y 

R s/ABA o Nb C/ABA y Nb s/ABA) 

.l!stos rat!dio~ titnen como base al •e<ii-:> R y N& carecen 

coapletdmente de uuxind. pero ahora cadd uno se divide en dos de 

aan~ra que und pdrle lgrupo Al contiene ABA d una concentraci6n de 

0.1 H y ld otrd parte (grupo B) carece de fitorreguladores. Para 

amüo1:1 casos la sacarosa se •.::tirliene al 3 ~-

vi)Meúio Pdrd la segunda siembra en cdjas Petri (R c/GA.3 y 

R s/GA~ o N6 cfGA! y N6 s/GJli¡ 

En este caso lo que caracter1za al aedio es que carece de 

ABA, porque ahora el fitorregulador a probar ea el GA.3 en und 

concentración de o.s ag/l. As! cada uno de los grupos de la 

primera s.u~mbra en cajas e.fe Petri se t.Uvíde en dos sLJbgrupos m.S.s, 

de tal manera que una parte de cada subgrupo lleva GA9 y lu otra 

carece del mismo~ 

vll) Hed10 pard la gerainac16n de los embriones somáticos: 

(EHB) 

1''im.1.l111e.1tlt este medio se emµlea parque ~e ha vit:Jt.o que ea 

adecuado para la ger11.inaci6n de embriones c.tg6t1cos de ma!z 

(H.eincrt amJ Yeoman 1':1821 y He caracter!.:a ade.m..ís de sus Sdles que 

lo coapone11 1 por carecer de f itorreguladares de creciaiento y de 

hidroliza<Jo de case! na. 
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en el cttf:>o úe los meclJ os e111vJ eaúos e11 la tercera y cuarto 

et.aµü, desµu~t> de üforo.r-~e Be d1 Htr1l>uye11 en 111at.n1ces r:1·le1111eyer 

de un 11 t1·0 (SUU 11J pur IDdtraz), se adiciona la caut.i<.lad de agar 

conveniente. t:i:e selld con papel dluminio y se esteriliza.El AHA y 

el GAS He a~aden J..IOr t::1erarado al 111edio de cul livo desµués de sar 

esterili~ddos por f iltrdc.ión. 

Las cajas de P~tri de 9 cm de di~metro se esterllizan por 

separado.Una vez est~riles las cajas y el medio de cultivo, antes 

de 4ue gelif14ue se vacía en alícuotas de 25 al bajo condiciones 

asépt.icas.Finalmente la8 cajas se sellan con µarafil• y se deja 

solidificar el mecho y de seta forma queda liEit.O para ser 

tie.abrado. 

1.4.Siesl.Jra de emlJrio11es madurots 

Yd desinfectado ~l adter1al biol6gico, bdJO co~dlciones 

est.rict.aB de as~pcia se J,Jrocede a .i;;emlJrar.Para esto los emllrioues 

~t:! colocd11 en und Cdj.-t de f'etr.l t..le Y cm de diámetro, con ayudd de 

u11e:ts µ.i11zaB de <.J1st!CciÓ11 µreviet1ne11tt' !:iumert:idas en eLC:s11ol Y 

i'lameadaB, ue colocan cuau·o eml.Jr1one1::1 oolJre el medio <..Je cultivo. 

t..le: tal forma que el eJe embriondrio quede en contacto con el medio. 

ya 4ue de no ser us! la f or.maci6n de callo ser.5. muy pobre. Una vez 

seml.Jrado el material tuo16~ico, se incul.Ja en obscuri<.la<..J conslant.e 

a :lb ± :;¿ c·c durante cuatro uemanas. 

<.."ua Lro 1:>emC:1llitli det:>µuSa de la Hieml.Ji·a de e1111.Jrione!:I ,va~a la 

i11ducc1ón <.Je callo, en cada uno de los me<Jius de cul1...iv0, y µara 

cada var.l~dt.J se evdlu1S el porcentdge de 1ru.lucci6n d~, .edil.o, de 

58 



ra!ces y <le plintulas. Después de esta evaluación se hizo la 

primera resieabra del callo primario y co•o ta•bi6n se deter•inó 

la cantiddd de cdllo producida, los frascos gerber se pesaron 

antes y despu~s de colocar este callo.Dos semanas aás tarde 

se realiza una segunda resiembra con el fin de increJaentar la 

cantidad de adterial biológico (callo). al igual que la 

resiembrd anterior, los frascos se pesaron antes y despu~s de 

colocar el cdllo y esto fue as! Porque una parte de los cultivos 

se so11et.1ó a unes !:H:!f'H! de resiemlJraM con el fin de det.ermiHésr el 

crecimiento del Cdllo y las caracter!sticas que va presentando 

durante bst~. Ld otra parle de los cult1vos se resembró a los 

quince d! as en medl.o Ri y N6i.los callos que se colocaron en este 

me<.ho fueron seleccionados de tal forma que su consistencia fuera 

genenslment.e campa.et.a, además dichos callos se seccionaba11 en 

pequef'ias µorciones coloc!t.ndolas 11uy cercanas unati de otras sobre 

el mt!dio de cult.ivo en donde permenecieron dura11t.e cuat.ro oemar1as, 

en todo este periodo de incubación se realizaron observacl.ones 

visuales para definir cual erd la respuesta del cdllo en este 

medio <l~ cult.ivo. Al finalizar lat> cuatro ~emanas, solo los callos 

completamente sdnos lque no estuvieran necrosdc.ios)se colocaron en 

medio fé::. ~ y Nb~-:.:; por cuat.ro t>e:manas m~s.Duraute est.e ~1-i.odo úe 

incubación t.amt.Ji.S11 t:te real iza.ron obt>ervC:tcio11et:t vi.t:tuale8. evdlua11do 

ddeaás el número y ld Cdlidad de lds foradciones embriog..s'nic.is.L.a.t:i 

protuberdnCl.dl:i t...1.ue presentaban los cdllos se contaron, ds! como 

las c.:aract.er!t>t.ici!t:t <Je lat:l mü1mol:i µara lo cual se div1die1·011 en 

µ1·ot.ul>erdll1,;ia!:l con aµarie11cio t:iumaaeut.e 

viscosa, grupo 11 con al>driencia friable. grupo 111 de aparlencla 

coapact.a. 
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Hasta este1· r~iiieat.Jí·b ·1~1~ ·~·ú1~·ivos-··~e ,-e;·¡c~:~t~i1;~~:ú" t:11 ·coúéu<:ao1.1es· de· 

co•pleta obs~uritlau. 

Pot;tt:rior1lt11lt ·se rct1l1~6 lél primeréi ·sit!l..1ro eu ca.j~s tJe ,PetJ•i. 

colocdndo en cada cdja pequef'ias porciones tJe· callo embriogénico 

perlenecienl~ d los tres grupos ya descritos. los cultivos se 

' incubaron en fot.operiodo de 16 hrs lu2/8 hrH ol.Jt:Jcuridad, durante 

cud tro se•a11as. Kn es tos cu 1 ti vos !:le evdlué la inducción de 

vascularizaci6n ':Id que ésta fue une1 respuesta característica que 

se presenté en los calloH. De esta for•él se hizo u11 conteo t.ot.al 

de los callos con vascularizaci6n por cada tratamiento. 

Más t.arde 1:1e reiilizó u11a seguuda sitml.Jra en cajas de P~t.ri con· el 

fin e.Je· p~opic~ar el d~:.:tdrr:oll~: de' las estructuras e.mbrlo_génica~. 

en etiloB_ cult.~Y«?ª .1:1e_-:-~evalú6 ',visuitl11'e11t.e la aparier!cü1~ decallo 

tomando en cuentd ·-básicameñte su Consl'stencia~se observ6-_ en" los 

callos-uriicambJ.o de consistencia .muy drásti.co. mismo que fue 
.· .. ,,· . 

evaluado definiendo tipos-de callo. teniendo entcinées: -t'ipo - boro. 

pclrcialmente bofo y co•pacto. Ld duración de eH·ta restt!mbi-á 

t.aal.Jiéu fue de cuatro Betaanaf:f y ~e i11culJaron de igual manera que 

101:1 cul t.ivou ant.eriorei:I eu cajaB Pelri. 

1-'inalatmt.e se rea.liz.ó una t.ercera tneal.Jréi eu cajas.· Pt!t.t;i .• 

empleando el medio liliB sin fit.orreguladore1:1, con el-, fiti- de 
,:' 

propiciar la germJ.naci6n e.Je los embr .iones somáticos. En este .; ca~-0 

def.J.rur su co•J->Ortdmientu. Cdre me11c1ondl' 4ue: 

subcult.ivaron los Cdlloi:; coapactoi:; del 

Para delerm.i11i:Jr la eficie11cia <le cadi1 uno los 
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e~l UC'\.Ó>-i / 

EnJu~9•..i•::1 :er-, 
agua eotrter..t"" 

Elonol ~l .. ?Qt6 

90 s•g 

NaOCl 3H 

2 9cito11 tveen 20 

05' 

NOOCl 10 "' 

2 gcto.s tveen zo 

'5• 
20· 

caa1cl )2 

0.7 "" por 2 hrs. 

E:nJua9t1tt$ 

agua d•GL'!>nLzoda 

••tér i l 

HCl o. Of. N 

Br:t ~eog 

Sol. de anlt..btÓlleo 
por 90# X 

" •nJuogue11 
agu"l de:.\ ont.~ada 

•&l9ri. l 

X _X X X X X X " 
CuaUro 2 .Huestra los trata•ientos de desinfecci~n que se 

probaron en e.mbrione.H •aduros de las tret:: 
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'Soluciuu~s st.ok <J~J ·at.-dio Hurtu;hit!~-::;koug 

SolUc1611 Comi.>u~sto 

A CaClz 

11 HH4N03 
KNO• 

e K! O.UB3 
CoClz . bHzO U.0025 

o KH2PC.1' 17.0 
H11803 O.b2 
NazHoO' .2Hz0 0.025 

E HgSO,. • 7H20 
HnSC.h .H20 
cuso .. . 5H2U 
Z1iSU-' .1H20 

t" FeSU1 . 7HzU 
tmTA.Ne:tz 

G 

H Ac. 

1 

J PirJ.doxina-HCl 0.025. 

K Glicina 0.25 

cuadro 3 . He<l10 basal Hurashige - Skoog; (1962) •• 

Notd:Pard preparar la Soluci6n F se Cdll.enta 

llgerdmente ld ~oluc.ión,de' EDTA y posteriormente 

1:1e agrega l~nta11~i:i-~~ ld aoluc..lÓn dt:! fierro. 
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Preparaci&n de las -s.oh.1ciones stok del medio EMB 

e 

D 

E 

F 

G 

H 

KH2PO• 
HaBOs 
NH,Moo ... 2H20 

MgSO• . H20 
Mnso ... H:zO 
CuSOz .SHzO 
znso ... 7H20 

Feso •. ?Hao 

Caso, . 2Hz0 

Cantidad !grl 

2.04 
0.001 
0.001 

,--: ' 

t..:uadrc..·- ·;· 4 <- MeÍUO- b1:ssa1-·de Hei'neri· 'y_,'J.eomán9 l 1~1:$2). 
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Preµarac.alu cJt? J UH 1:1oluc1onei; at.ok c.Jel .~edio N6 

Boluc1611-

2 KNOa 
lNH" >2&.l" 

3 Kl 

4 

F(HS) 

HIHS) 

l!HS) 

JIHS) 

K(HS) 

KJhPO" 
HaBOa 

7H20; 
H70 
7H20. 

FeSO• .7H20 
IIDTA .Na> 

Ac. IUCOt.J.n! co 

TJ.aaJ.na.:..Hcl 

Glicina 

Cuadro 5 •. Medio 

i~:si 
·:·u·,33,-

·u;1s·< 



trdtamiento'S·~· -t:te ti.izo-;"": un·· análit:1is histológico del 

ln.oli.Sgico obt.enido Bi 'f:ú1i!i .de -~t.~-~ t.rabéi.jo ~ 

7.&.Técnica histol6gica (para aicroscopio 6ptico) 

IÍatedal 

A continuac16n se describe la técnica utilizada para obtener 

preparaciones hi8tol6gicaa. mismas que serán observadas al 

microscopio ópt.ico tm un sist.ema de caaµo claro 

/.6.1.FiJac11~n 

De lo!:I cuat.ro t.ratamieut.os obtenidos al fi11al del 

experimento. se to•aron auestras de 20 a 30 CalloH por 

tratamiento. lo~ cuale!:I fueron colocados en una soluci6n flJadora 

llamada FAA. durante cinco días; es_t~ ·so1J:=cí6.~/-~e comPone de: 

Foraaldehido .......•...•.•. ;-. 100 al/l 

Acido acét.ico glacial ....... 50 ml/l 

Alcohui etílico 96 ~ ........ 500 al/l 

Agua corrient.e .......•...... 350 ml/l 

una vez fijado el material se procedio a deshidrdtarlo. 

7.6.2.Ueshlllrdtdci6n e impregodción de parafina 

Después de los cinco d!as de exposici6n en la soluci6n 

fijadora, las mu~stras fueron deshidratadas aedidnte su paso por 

.la uiguienle: tH:~rie !Wddual d~ etanol: 

etanol 30 ~ 30 minutos 

50 ¡; 30 •i11ut.ou 

70 ~ 30 ainutos 

85 ~ 30 •iBUlOH 
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100 l: 

manerd gradual coi.ao sigÚÉ!_: 

. . '. - ., 

,'::'~> 
«\.-: .. ~ 

__ :~:y: , -re 
··:·5?~.-. 

Parar·1na·::x11~1 ·i'~·1 
, -.·· 

3o .minutos 

se realizó de 

'30 mi11ut.0B 

24 horas 

Parafiná' pur~ 54~56/c 24 horas 

UJltt 

La mezcla de parafind-xilol y -la parafina pura fueron 11antenic.Jas 

en estado l!quido dentro de una estufa a 56 ± 2 ºe . 

7.6.3.Incluai6n de loa tejidos 

Para la inclusión ae utilizt.S parafina <.Je la marca Paraplas de 

punto de fus.i:.5n 54=~b ºe, la cual f'ue .11ant~nida en esl<:tdo l! qui do 

dentro de una estufa a 5& .!. 2 ºc. Se utilizaron aoldtfti de 

cctrtulina de 2 x 1.!> cm . En cada bloque de parafind ae coloc6 un 

tiolo callo, el cudl a tJ'dv.$1:1 c..Jel microscopio es tereosc.Sp1co y con 

ayudd de und dgUJd Ut: d1Hecci6u He aco•odó en la Pdrtt? media del 

bloque, estos He t.Jejaron enfriar durdnte 24 hori:rn y posteriormente 

He proceJió d cortar. 

7.6.4. Obtención de corte~ 

Los cort.t:s qut: t:>t: ol.Jtuv1ei--011 fuer·on de "J mJcr·as <Je 

groHor.utilizando u11 11icroto•o mardCd American optical.Con dYUdil 

de un pincel los cortes se colocan en un bat~o de flotación el cual 

contitme agua corriente a una temperatura de 4!:> .:.e y o.s t:r/1 <Je 

~elatind. Und vez que el corle eHt.S. b1en exteru.J.u.Jo se coloca sobre 

el µorti:tol.JjeloH, ¡_,or Úl ti .. o He <Jeja aecttr CJ ltni~ratur·i.J a,.l.Jit11tt: y 

poater1or11ente He procede a t.h~Hpdrdf1nar el tejido. 
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7.6~5. EliainaCión de parafina y tinci6n de los cortes 

Pdro ellm.indr ld pardflna de los cortes, los portdobjetos que 

los conten! au se colocaron en una est.ufa a 56°C durante 15 a 20 

minulos, al término de los cuales ae iutroducen a xilol absolut.o 

duranle 10 n111uto:::; (se hacen dos caml>ios de 5 •i11ulos cada uno). 

Para eliminar completaaente los restos de parafina, los cortes se 

pasan por una serie gradual de et.anal: 

Etanol absoluto 3 minutos 

9& ll 3 ainutou 

B!> ll 3 minutos 

70 :¡: 3 minutos 

50 :¡: 3 minutos 

30 ::1 3 minuloH 

Agua corriente 3 minutos 

Para ld t.inc.iéin Lle lod cortes ::;e empleó la tJ'.cnicn <.Je 

5afranina - verc.Je rápido, (•odificaci6n propuesta por Engleman. 

1988) tal como se presenta en el cuadro Asl entonces 

despu~f:J de pai;ar por aguét corritmte, los cortes se colocan e11 una 

solución de Safra111na-fenul dura11t.e 24 horas,al fi11al de las 

cualt!s lotJ corteH BE:! e11jua.gm1 cuidadosamcnt.e con a!;ua corrient.~ y 

se pdsan nuevamente por una serie gradual de alcoholes de la 

siguiente formo: 

J.;t.01101 30 ';C. 

50 " 

/O ::1 

9b " 
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Verde rápido' 

%% 

Etanol absoluto 

Xilol 

· 40- 6U segundos 

1.5 minuloH 

3 •inutoM 

5 ainu'l.oH 

Finalaenle t1e el.imindn los restos de xilol y tie procede a •ontar 

con L>ilHC1•0 de canClda. Ot!: eHla foraCI s~ otJluv 1ero1t lHH 

preparacioueu f1jat:i lUH cuales t>e olltlervaro11 ul1liza11<10 un 

microscopio Óplico en un aislema de caaµo claro. 
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Preparación e.Je Color_~~l~ 

1.- 5.JCranina - feuo1 

Co•puesto Cantidad U:/11 

Saf'ranina O 0.5 

Sulrat.o de a11011io 130.0 

Fenal 0.1 
~ 

La safranina se dit:iuelve en 500 al de agua corrient.e, 

J.>Out.er1or111t:mle He aPíase el sulfat.o de aaonio y el fenal. 

completaucJo findl•ente con ag:ua corriente. 

2.- Verde rápido 

En este caso He pesan 0.7!l g de verde rápido y se disuelven 

en 250 al de etanol al 96 X • E::ltd soluci6n se agita durante 30 

minutos al final de los cuales 1:1e filtra, quedando el colorante 

lislo para uer usado. 

Cuadro 6: Modificación hecha Por 1:!;11glemau ( l 98BJ 1 Cent.ro e.Je 

Botá11ica 1 Colegio de Posgraduados. Chapingo. 
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8. -Hi::SUL l'ALXJ~ 

A1.'~l~riii110 <.te: la 111<Jucci=11 de - callo,':: se= -11CvO u lu 
( .·., ·. :· .. , 

evaluaci:5íi para <.tet.er11:1i11ar el re11dimitd1t.o·<Je· cada·.· una de J8s tres 
.. ~· -_ :;: . · .. :·: :- - -- ':. 

Vdrl.eci'ades en los <.los medios de cu-ltivo .<~7,y ·;;_~6-~)~~·~:EilÍpleadas 
... :r<. ·:~~~/;· .. : :._,-~ 

.en 

ea te trabdjo. 

cuenta 101:1 sl.guienteH pd'r-aaetros: fol-meéi.6.ñ~E-"cfl;;~:-c~·;i..:~~:~~:~~:; d~·~-i~'.Ollo 
de raíz y de plíntula. ':H _-.-_.,'~f;~; , ·- >·:::_,::' -- - , 

se. d~ t~-~~1~6?q~·~·,~( n~: 
_·-,,:'. 

Pdra t:Wdludr ld formdci~n de Cdllo importaba 
:· __ ·::-'.'·;--

liU la1aaKo ya que ell ~te caso solo _se . iva a_;~~·~;.'_~ refert!llCÍU al 

n6m~ro de embrl.ones que formaron o no callo", as"!: en-tonces. al 

Í l.lldl cJe un conteo se define que el nómero promedio mis al to 

lo presenta la varl.edad Chalquef'io, siendo muy pequef'fa la 

diferencia entre ambos medios (5~) por lo que esta caracter!stica 

coloca a la variedad en primer lugar en cuanto a la induccién de 

callo. 

Para la evaluación de ra!ces y de pl3ntulas el criterio a 

seguir fue el siguiente: para ra!ceH estas se tomaron en cuenta 

cuando midit!ron m1H de cm, es decir, cua11do ya se present.al.Ja el 

desarrollo de una raíz como tdl; para el caso de pllntula, ésta se 

consuderaba si media m~s de tres cm ya que antes de este tama~o 

solo se obserVd una estructura bl~mquecina que en muchas ocasiones 

4u~a- como tdJ. IJe estd formd el desarrollo de rarees y de plántulas 

fue evdlUddo y de J.gUdl met.nerd, ld variedad Chalquef'io fue la que 

µrese11té 11e1101S deisnrrollo dt estat-i: estruct.uras y la diferencia 

entre a•bos •ediot:i tdmbiJ.n fue muy pequef"i:d (8X). Definitlva•ente 
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~n cuanto a las caracter!sticas de la inducción esta variedad fue 

la qu~ µ1·et>eut..Z. lts meJur respuesta Yii que lo ideal ea que se 

presente cdllo sin ra! ces y sin pl~ntulaB. 

Kn el caso Je los embriones de 1a variedad VS-22 que se sembraron 

t::n •~10 Nb.\-, auuqu~ tü porce11tC1.Je d.e 111c.1ucc1:!u de ce:1ll o íue p¡enor 

lb7X.) que en !h { í'6':t) 1 los callo~ en este medio no preHentarou 

t.antaa ra!c~J:J ru. ~lánt.ulas. Lo!:> embrioriet:1 que se colocaro11 en 11edio 

fh µreu~ut.an pocaa ra1 ces pero las J'15nt.ula~ son abundan tea. 

L.a variedad H-135 presenta una respuesta que sigue casi el 

aiamo µat.r-.Su que la VS-22, ya que loa e•lJriones que fueron 

sembrados en medio Nb4 p1·E:!1:amliu1 una 

de callo que es menor que los que se 

rea¡..iuesla 

encuentran 

de formi'.H.:i81t 

en medio 

R$ i:u.n embargo eut.ou callotl casi no µresentau ral ces ni 

p.U.ntulas. !..os embriones que se colocan en .medio R• muestran 

un mayor porcentaje para formación de callo sin embargo ~ste se 

desarrolldn muchas ralees y plSntulas . 

.t::n esta etapa di:! iuc..lucción de callo se ~cJDUrurvu un lolul de 

57óO eabriones ( toaando en cuenta las tres variedades en los dos 

mediou: de cult.ivo). <le lot::i cuulL~ 1877 fu<..~ruu <lL' lu varit_'(.h.u.J 

Chalqut:!"f"'io, lY:.!b de lü VS· 22 y 1953 de la H-135 De esta f"orm& 

21:346 eDlbriunes .l:ie colocaron en medio R.! Y 2.913 eo 11.edio tf~ As! 

al ter•ino del periodo de inducción se obtuvo que 1904 eabrlones 

NO formaron callos lo cual implica que en 4349 eabríones SI se dio 

ia formac1én de callo. 

~Lad!st.icam~11tt.: al aplicar lts prueba de Jj-cuadrada se 

deter•iu6 qu~ ha.y dif~rtncia significativa en cua11to a la 
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respueS-ta de cada variedad pdrd ld inducci6n de callo y de esta 

f0rma 'se defüle qu~ las Vdriec.JacJes Chd.lque.~o y VS-22 presentan m~s 

capacidad para generar callo que la que muestra la variedad H~135. 

S1 t:i:e ·toma en cuE::nt.a a la variedad y al medio de cul t.ivo para 

deterainar la~ caracter!sticas de la respuesta de induccién de 

callo. se obtiene que no hay signif icancia entre los datos 

oble11ido1:3. es decir. que la ca11t1cJad de emt.Jrioues que produzcan 

callo en cadd una de las variedades, es la aisma 

.independienleaent.e del medio de cultivo que se utilice. 

Para completar la información con respecto a la induccién de 

cdllo tcuddro 8 ) , Uel total <.Je embriones sembrados . de_ ·:_cada :_un_a 

th:~ lds Vd~Je<Jades -Y en cadd- medio, se evaJu~ ei Por~~rlta)_.~ ·de 

cu11_Lübt.illdci~":<11 __ td. cual result.o !::iier mayor (_2. 7 _ ~) en· la vari~ad 

Chalqt..i~o-.y'-que fue _semlJradd en medio R•. 

etito se hizo tomando en cuanta el n•:imero total de embriones trnnos 

y la cantiddd total de callo obtenido. Este dato es importante ya 

que t:l u·jmero t.ot.al de embriones sauoH para todas la~ variedadeB 

en loH doi; m~io8 c.Je cultivo fue mayor de YOO pero no reUaso Jos 

1000. As! e11lorn.:c~ se ol..Jluvo que la variedad e11 la que f:ie 

produjo mdyor cantdddt.1 de callo, fue l:hdlque:"'io en medio to; 

esto viene a redfirmar ld respuesta obtenida en cuanto a la 

for11ac1·~11 de cttJ lo, e8 cJec1 r, que dado Jos resul lados presentados 

ld Vdrl~dd 4ue presrnltd •-"'!:> Cdpacidad úe formdcl~n de callo y 

\.IUI::! prOlJw.:.t:! m~s Cdnt1Lidt.1 Liel JJl.Himo e!:> Cha lque"1o; por lo tanto 

fjUt:? :-oe út:üine como la meJor ren<li11iento, 
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si.guiendole las variedades.VS-22 y H-135. 

t:l·.2:.eva~uélcióu ·del crtcimiento en 1.08 cultivos 

CoaO yB se· mencionó anteriormente en este texto. es la µrimera 

ocas.i~n que se trabaJd con estas tres variedades de ma!z. motivo 

por.el cual se decidiO 4ue la evaluaci6n del incremento en el 

cr~i•iento ser!a un dat.o i.11port.ante; de esta Cor•a se 

d~ter111116 evaluar el peso de los callos dura11te cuatro reaieabrcss 

Y esto taal>ién se hizo para cada variedad en cada aedio de 

cultivo. El increnento en su crecimiento se deter•i~S a trav~s 

del peso fresco en gramos (cuadro 9); as! el coaportaaiento 

de las tres variedades fue el siguiente: 

lill la variedad ChalquW"'io el µeso ifticial de los callos que se 

colocdron en aed.io le fue de t..26 ,g y pc..n u lo:J <.:üllo:; cu 11L't.lic.1 N62 

fue de 3.93 g co•o se nota casi se parte de la aisma cantidad de 

material. !:iill eabargo al tn111scurBo de las resie11l>ras auestran uu 

comportaaiento diferente ya que co•o se observa en la gráfica 1. 

los cultivos que se mantuvieron en 11.edio R2 si •uE..-atrau un au•ento 

en peso el cual se va dando PdUlatina•ente au•entando solo un 

;¿OS.O X al fiual de la cuart.a resiembra. mientras que los calJos 

que se encontraban en medio Nb:i: prt!sentaron un i11creme11to 11Aa 

notorio ya que estos cultivos llegan a tener un porcentaje de 

111crt!mento de 1032.5 %, lo cual implica que de t..93 g iuicialefi, 

dl f J.nal se obtuv·~ 4"•. 51 g de Cdllo. 

En Ja Vdr.leddd vs-2:;¿, se Pdrte de und cant.1.dad de callo taabi~n 

si.1ular en dmbos med.J.us (11.96 gen R: y 13.02 t! en N6:. ) . En eat.a 

varieddd se observa una respuesta contraria a la de Chalqueí"io ya 

que !os cultivos que se encuentran en medio Rt preaeut.au un 
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Pof:ceutdJe:<:Je .i.ncf.e.sento considerable ( 719.H Xj. lo cual implica 

qué'"'úé"-~1·.\;15 g iru.ci.ales. se lle~a a olJtener 98.1. g de Callo al 

f¡udl de 1.a CUdrtd re~u.embra. Los Cdilos que se encuentrdn en_ médJo 

Nb2 Vi:lll crt:!'ciendo µoco a poco e:11 cada N!t>íemtJra alcanza11tlo 

soJ.a•ente un 370.tJ ~ de incremento. esto en coaparacliSn con los 

que es tan creciendo en medio R2 corretipcmde a me11ot> de la mitad. 

Si continuamos hablando de crecimiento podemos notar que la 

variedad H-135 • muestra un patr-.Sn de crecimiento igual al de 

Chalque~o. esto es. que los Cd!ios que se encuentran en •edio Rz 

presentan poco creci•iento durante las cuatro resiembras llegando 

a t~ntff firn:tlmente un porcentaje de ir1cremento de 175.3, sin 

eabargo los cultivos que se encuentran en medio N6.z 1-1ret:1enlan un 

creci~iento importante úesde la segunda resiembra y de 18.38 g 

itu.ci.a.L~s df:! callo, al final 1:1e ol>t.ie11e11 77.53 g lo cucal 

corresponde a un 321,H X. de increaento 

Ct:ilo t!ti lo QUE:! f;;t! µu~e d~firu.1· dir~laaeut.e de loto dilt.Ofl 

obtenidos al evaluar el crecimiento de los callos. 

Estad!sticdaente al realizar un an.\lisiN r.Je varianza se obtuvo de 

una forma m.~s precise:s el pat~n de crecimiento de los cultivos de 

laB tres variedades en cada una de las resie•bras de esta foraa, 

inicialmeut.e (petio ínicial) las cmrlidadea de callo de las cualea 

se parte en cae.la caso. presentan el siguiente orden: 1a cantuJad 

m3s peque~a la presenta Chalque~o en medio Nó2 (3.93 ~) y 

(11.9& gJ y en medio Nb2 (l::t.U:t gJ, 1'°1' ult.l1110 li:I Vi:lrl~«d H-t:J~ 

4ue s~ encuentra en medio R2 (15. /3 f::::) y en Ub.i (18.36 g). 

pre.sentdn el mayor pe.80 .inic.tal. Há~ tarde cuando se redl.tz..S la 
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primera regiembra y se obtiene el pri•er incremento, la variedad 

en la que se presenta el incremento •ás pequef'io es H-135 en •edio 

lti. le ~ague C..:halque~o en medio R2 y en medio N62 pero e13tos tres 

incrementos son •enores al que presentan H-135 en medio N6z y 

VS-:l2 en mecho R2 esloB incre.mentoH son me11ore1::1 al que presenta 

VS-22 en •e<i.lo Nb2. De este priaer iucreaento lo que se puede 

c.J~f uu.r es que la variedad Chalque."'io que se encuentra en aedio R2. 

dunque su peso 1nicidl fue uno de los aayores, el incremento que 

µ1·et:1e11t.6 e11 est.e caso 1 ue uno de los 11e11oreH. La variedad VS-22 en 

eBl.a resiem~ra se coloca a la cabeza, es decir, en este caso es la 

VdriedaU en la que para ambos medios se registra el mayor 

incremento, sobre todo los callos que se encuentran en aedio Nó2 . 

Durante ld tercera resieabrd se obtuvó el segundo incremento el 

cudl al ser dnálizddo Por el aisao aétodo. coloca a las variedades 

de la forma siguiente el !ocre.mento a.!s peque.~o lo presentan los 

cultivos de la variedad VS-22 que se encuentran en medio Nó,2, 

siguiendole los cultivos de H-1~5 y Chalque!"';o en •edio R2, H-135 y 

Chalqu~o en medio Nó2, el •ayor i11cre•enl.o en este caso lo 

vret;;ent.au 108 cult.ivos de la variedad VS-22 que se encuent.ran en 

mecho k2. Como Be puede notar l.os cult.ivos de la variedad VS-22 

que t1e encuentran en aedio Nbz presentan el incrt:me11lo 11~ 13 

l.Jt..~ue!""[o, t:;iendo que en la re1,JiealJra ant.erior fue el que presento 

el mdyor incremento. 

1''J.11almeule e11 la cuetrt.a re~n.emlira al olJt.e11er1:a~ el t.ercer 

i11cre111c11Lo, se dufim~ 111~.s clara..m.e11le el comport.am.H:mt.o de los 

cult~vos, de esta forma la variedad Chalquef'io que es el que 

pre:ienta uno de los incrementos aayores en la tercera resieabra en 

est.e caso µre1:>e11la el menor incremento. En la variedad H-135 
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suce:ue que si se revisan·, .úis Can~idades 10ici8.ies"J.'.eB .. ~:ei· q!-:le cuenta 

con a5.s ~so. s1.11 t::•Llari:o. Hhora ocupa ~~no.--;~~/(:io·~,-~·- iuc~•eut.os 

~table durante las resiembras, ya que nunca ·11ega·- a ·ocupar uno de 

los primeros lugares pero ta•poco uno de los ..:Íltimos, lo ais•o 

sucede con H-135 en el aisao medio. 

La variedad VS-22 en aal>os mt?dios de cult.ivo presenta el 

increaento mayor, principalmente los cultivos que se encuentran en 

aech.o Rz. J:i:Ht.o es i•vort.ant.e porque desde el primer increment.o, 

dicha variedad en est.e aedio de cultivo se aant.ieue a la cabeza 

en cuanto a crec1a1eulo. AH! ent.onces desde el punt.o de vist.a 

est.ad!st.ico los cult.1vos de esta variedad son los que prese11t.a11 un 

mejor crec1a1ento. 

Las detiV1aciones est.andard reafirman lo ant.erior111e111..t: descri lo. 

as!. ent.onces t.odas las variedades present.an un i11cre11.e11t.o en su 

µara que se <Jé un l.Jue11 cr(:!ciml.t:mt.o e11 callos <Je la varit!dtt<.1 VS-22. 

Pard la:;; Vdr1etlade::1 Chalque!"io y H-l'.35 el aejor •eóio resulto ser 

el medio NbZ y tulll>at:> Vt1r1Wadea si~uen Ci:U:ii el mif:Jmo pat.r~11 de 

crec1a1ento <Jurante t.odas lat:> resiembras. 

8.3.PresencJ.a <Je reg.iones embriog~nicas 

en este caso se hizo una eVdluaci·_)n del n·~mero total de 

callos en cada varleddd, es decir, que se hlzo un conteo final del 

mj'.aero de callos que se e11cout.ral.Ja11 e11 (.;.:tda uuo de 108 <Jos medios 

de cultJ.vo.En los Cdllos se deterlllin:: la presencia de reg1onet:1 

embr1og~nJ.cat> pard cada var1el.1ad y medio de cultivo. Así se puede 
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aprecJ.ar que tdnto en medio Nbo. 5 y Ro.~ la variedad VS-22 

ocupa los a.S.s et.lloH vcrcentajes µri11cipal11e11te e11 el medio 

N&o.5 e1¡ t:!l que de 119 callos, 1:1e regist.ran 67 con regiones 

embriogénicas que equivalen a un 56.0 % 

~\s alto. El porcentdje ais peque.~o lo 

siendo este el valor 

presenta la variedad 

Chalquef"l:o en la cual de 64 callOf:i solamente 12 presenlan regiones 

emUr1og,&111cas y eHto correi:>µollde a un 19 X. 

1..0B callou de la vari~ad H-135 muestran una respuesta en cada 

aedio que se puede catalogar como diferente; esto es porque en 

aed.i.o Rn. 5 de un toLal de 1 'l3 callos. solo en 43 se localizan 

reg,ioneH embriog,én1cas y eBto equivale a un 25.0 X.; siu eml>argo 

cuando los cdllos de esta variedad se encuentran en aedio N6 o.5 , 

de un total de 199 callos, 98 de ellos poseen regiones 

embriog~nica!:i lo cual correspande a 49.0 ?:, co•o ve.aes la 

respuesta en este •ed10 ei; aucho mejor par&. esta variedad en 

particular. Esto se hace notar porque en el caso de VS-22 aunque 

alcanza un valor de respuesta als alto, entre aabos 11edios esta es 

casi pareja (51.0 y 5&.0 ~) ya que aat>os rebasan el SO ~ pero no 

el 60 ~-

h:stadíst1camenl~. la presericia de estas reg1ones 

embriogénicas fue evaluada por la prueba de Ji-CUddrada, a trav~s 

de ld cual se pudo determinar que la no inducc16n de la f ormaci~n 

de ret;:1011es emlJr1og~1ncas µor el medio de cultivo es s1gu1iicat1va 

en aml.Jos 11ed1oi.:i de vult1vo. lo cual illdica que dichos Medios 

requ.leren de la adJ.ci6n de und sustancia inductora para que as! 

se incremente la presenc.La e.Je dJ.cha.s regiones eabriog~nicas. 

Cuando SI se preHentdn dichas regiones, a trdv&s de la aisma 
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prueba estad!~tica, se deter•in:S 4ue es significativa la 

diferencia que existe en la respuesta que se obtiene en los dos 

•echos de cultivo. es decir, que el medio Ro. :s es menos adecuado 

pard la .inducc.i6n de la formdc.i·Sn de dichas regiones 

eabr.iogenicas, resultando entonces que el medio Nbu.:s es el •!1:1 

favorable en esta segunda etapa. 

Al evaluart:1e por el rait:1mo ra.St.odo la capacidad de cada variedad, se 

defin.i6 lo siguiente: las variedades Chalque.~o y H-135 tienden a 

presentar •enos cdllos con regiones embriog.Snicas, sin embargo 

VS-22 es la variedad que tiene mis capacidad para que en la 

superficie de los callos se formen regiones e•brio~nicas .En 

general esta variedad tiende a presentar m~s callos con e8tas 

regiones principal•ente en metilo Ro. !'.ti, pero µara que se put.""Cla dar 

es ta res pues ta. el cu! ti vo tiene que pasar por un per .iodo de 

adaptaci6n en el mecho de cultivo. 

Kn esta etapa taabL~n se registro la presencia de ra!ces, ya 

que He olJserv..S un detiarrollo muy abundante de estas est.ruct.ur~s. 

principalmente en el medio Ro.:s µara las variedades VS-22 y 

H-135.En este CdSO lo que se h.izo fue contar el n6mero de callos 

que µret:1tmtaro11 ra! ces y las dos variedades antet:> mencionadas 1:1011 

las que presentan el mayor número de estos cdllos (28.0 y 25.0 

respect.iva•ente}. S.in ~mbargo en ld variedad Chalquef"ío que se 

encuentra en el 111smo medio presenta solo un 5 X de callos con 

raíces. LoB cultivos de VS-22 y H-1.JS que se encuentran en medio 

µrefH:11tan un µorcentajt! 1:>i11il ar (23.0 y 24.0 

respectivamenteJ.E11 general µara estat> dos variedades la resµuestlt 

de formacién de ra!ces es auy µareJa ya que en t.odoB lo!> casos se 

rebasa el ~o~ pero no el 30 ~ 
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i::l pari•et.ro de necrosi!:I se observa clara11e11t.e en la variedad 

H-135 que se encuentra en el medio Ho. :¡, en donde el porcentaje de 

los callos necrosados llega a ser de 17 ~. el valor que le sigue 

es de 12 '% y corrttaponde a la aisaa variedad pero ahora 1:>e 

encuentra en aedio Nóo.5. Para VS-22 que se encuentra en medio 

Ro.~ muest.ra un 2 ~ y cuando se encuent.ra en aedio N6o. 5 no se 

registran callos necrosados. 

Oe las formas blanquecinas que se regist.rarou, en la variedad 

VS-22 fue donde se presentaron con mayor abundancia ya que de un 

t.ot.al de 219 calloli, en 102 se observan est.as formaciones y est.o 

corresponded un 47.0 ~- El valor que le sigue es el que presenta 

la varit!'dad Chalquef':ío en la que de 64 callos 21 lali present.an, 

et:Jla cifn1 correuµonde a uu 33 %. Eu las variedades que se 

encuentran en aedio H&o.= (VS-22 y H-135) el porcent.aje de callos 

que preBent.an formaciones blanquecinas es el •isao (20 ~) 1 por 

6lt.u10 la variedad que casi no present.a est.as formas es H-135 en 

medio Ro. !:i ya que de u11 t.ot.al de 173 callos, eolame11t.e 2 las 

presentan lo cual corresponde al 1 ~. 

li.4.Evaludciún de proeabriones soa!íticos 

Al final de la segunda etapa se realiz6 una evaluación con el 

fin de deteraindr la cantidad total de proeabriones soaáticos en 

cada medio de cultivo. Para esto, se procedio a observar las 

caract.erf t>t.icas que dichas est.ruct.ur·aB µret>t~11t.alJan por lo cual se 

decid.L6 hacer und cldsificacién parcl su evaludcit~n tomando en 

cuenta su conslstenc.Ld;: definiendo de esta forma tres tipos de 

µroealJr1ones so11it.1cos: \.1µo 1 µretienta una co11tdst.tmciél vit:;cosa y 
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auy hidrat.ada, el t.il-10 2 es auy fr1al>le pero 110 hidriit.ada y el. 

tipo 3 es •UY co•pacto, cabe aencionar que estos 1lti•os son lo~ 

que a!s 1nt.eN!!ian para los fi11es de est.e \.r&Lmjo debido a que 

estos proembriones son los que tienen aás probabilidad de llegar a 

ser eal>rion~ soa~t.icot,; ya que est.a t·esµuesta esta determ111a<Ja en 

parte por la cosistencia coapacta. 

Ksta evaluaci6n se llevo a cabo sin t.o•ar en cuenta la variedad 

dado que ya anterior•ente se hizo una evaluaci:Sn de las regiones 

embriogénicas que present.aban los callos de las t.res variedades en 

cada •edio de cultivo (cuadro 10), de e8la forma lo que se t.0110 en 

cuenta bisicamente fue el medio de cultivo. As! entonces en medio 

Ro. 5 dt! 475 calloH se tiemm :.!40 µroemlJr1ouel:! som1ticos e.Je los 

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

2 son los que se presentan con m~s abundanc.ia ( l9 X}, lo •is.110 

sucede con los cultivos que se encuentran en medio H&o.:s en el que 

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

tipo 3. siendo taab.i~n mís abundantes los tipo 2. 

l>esde el punto de v.ista estJU!stico se deteraln~ que los 

cultivos presentan una respuesta diferente en cada medio de 

cult.ivo. es dec.ir, los cult.ivos que se encuentran en medio Ro.~, 

tienden a presentdr menos proembriones que los cultivos que se 

encuentran en medio Nb\L 5, H.lt!ntlo t::sto!::'I 11lt.1B10H loH que prt!Ht!ntau 

t.e11dt!1tc1a a t;e11erar m~!::O proeml.H'1011e~:L i':n amlx>H cat1os lés rt:sµuetila 

eH i11depe:11dü:mt.e del li.µo de proeml>rio11es que se det.ermiuanm 

c1.nt.eriormente, esto es. porque solo se evalu:S el efecto que tiene 

el •edio de cultivo. 

Al realJ.zar una evalUd.C.L:~n tomdodo en cuenta el tipo de proembri~n 
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y el aeJio de cultivo, se definió que en aedio Ro.5 los cult.1vos 

auestran aenos capac1dadad para producir proe.9briones y es por eso 

que Hbo. :s He propone coao aejor aedio para este fin. Los 

proembriones He present.an de la siguiente aanera; con aenor 

frecuencia los del tipo 1, le siguen los del tipo 3 y por Oltiao 

los que se presentan con •ayor frecuencia son los del tipo 2. 

Los callos 11ecrosado1:1 fueron auy pocos en am.lJos aed.ios lo cual no 

1aplico una pérdida i•Portante de material biológico. 

Ue eati1 f or11et HC confiraó la cant.idad de aat.erial disµonible para 

las siembrds pasteriores en cdjas petr1 en los que se propiciaría 

la aaduraci6n y el desarrollo del embrión soaático. 

8.5.lnducción de vascularizdc16n 

Cuando se realizó la sie•bra de los proeabriones soaáticos en 

cajas petri las cuales conterúan el aedio adicionado con ABA o 

bien no contenía dicho fitorregulador, la respuesta que se observ6 

fue la presencia de vascularizacién y esta característica se 

evalu6 coando fue aá.t> pronunciada , lo cual ocurrio cuando los 

cultivos se transfirleron a un medio que conterúa GA3 o bien que 

carecia de tSl; estou dül.Ot:i HC i11dica11 en el cuadro 12 , en l.a que 

t1e regu:1t.ro la ca11t.idad de callm,; par caja y de est.os cuahl.ot:i 

estaban vascularizados.El conteo se realizó sin considerar tanto 

el medio cJe cultivo como la variedad. esto fue con el fin de 

defi111r m.5.1:1 claraD1eute cual fue la l"E:$µUeHta de lot:; calloH en cada 

una de 101:> cuat.ro Lrat.cuutmlos al fiual de estt: periodo. 

Oe e!:fita forao, result.S que al final de la etapa Ill loH callot:i 
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que 'no se trataron con, ABA y si· con GA3 µreHellÚ:m a!B vasculitr.izacién. 

es.to es.' q~~.de un totdl de 382 <?dl~~ª'· 284 presentan tejido' 

vascular y est.o corr~ponde a un 74.0 ~. esuu:i cifras delermi11au 

que en dicho trdtaa1ento es en el que m!s vasculdrlzaci~n se 

presenta.Esto fue confirmado estddÍsticamente a trav~s de la 

prueba de Ji-cuadrada . Cuando los Cdllos en el primer cultivo' en 

cajaH d~ ~lri fueron trat.adoa co11 ABA y a la si~u1~11t.e i-esiemlJri1 

se tratdron con GA3, eut.oH t.amlnén µresent.aro11 una 

vascular1zac1ón abu11dante porque e.Je un t.ot.al de 324 callos, 

196 (61 ~) fueron calloB vascularizados lo cual. coloca al· 

tratamiento en el segundo lugar para 

vascular.l.:l.dC.l.é=n.l!specff.1.camente en t?Std evaluación 

inducir 

se .·pUede 

decir que loa cultivos que fueron sometidos a estos tratamientos 

son los que tienen m~s tendencia a presentar vascularlzacit!-n ya 

que adem~s estad!st.ucament.e. no hay diferencia significativa entre 

ellos. Mn el t.ratamient.o en que los callos se t..I'at.aron con ABA y 

al medio siguienle no se le ddicion:5 GA3 i:ie regist1·et tnmhié11 mÁl:l 

de un 50 X de cdllos con vascularizaci~n esto es que de 394 

callos, en 216 se observan estructurds Vdsculares.En estos tres 

cétsos los callos 1ue:ro11 trot.étdO!:> c;on fil.01TegulC::1dores y tm 

generdl en t<><.JoB Be pretJenta un alto porcentaje de 

vascular1zac1611, !:HU eml.idrt!o lo!::ii callot> que no t>e t.ri::ltc.1·011 co11 

11u11gu11 fit.orregulador dura11t.e esta et.aJ-lii, son los que µresenti:U1 

menos vascularizac1 .... ~11 t:!St.o es, que de :l73 callos solo 135 est.üll 

vascularizadoH. d1d10 dat.o correHµonde_ al SO " 1:ne11c.Jo menor en un 

b ~ de los que fueron trd taúos con AUA Y s J. n GA3. 1!.:1:1t.0H e d llbl:J 

presentan buenas caracter!sticas en cuanto a que son Ps compactos 

y sus estructuras embriog~nicas es tan m.!s def in.lllas, lo cual 
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8.l~1uf.ica que probableaente los •eJores resultados se 

presentaron en este trdtaa1ento porque adeaás estad!stica•ente 

se ol>t.iene que los callos presentan menoi::i vascularizaci6n. 

De esta for•a se puede decir que ld adici6n de ABA y de GAs no 

prop1c1a .il •enos en esta etapa del cultivo la aaduraci6n ni la 

ger•.lndc.i..Sn del eabri.6n soa.S.t.ico. 

Dado los resultados otJte111dos <.Je los diferentet:i t.rata11ientos, ti1l 

parece que es conveniente que los cultivos que presenten 

estructuras emllrio~nicas deben ser colocados priaera11.eut.c eu uu 

medio de cultivo lil>re de regulacJore::r de creci•ie11lo, de esta 

for&a las reRloneH de los callos de las cuales surgiran los 

embriones som..it1cos se reaf1r11aran a.S.s claramente en la 

superf1c1e del callo. Una vez pasando esta etapa se podr.\'. 

entonces proceder d ld dd.Lci6n de f.itorreguladores con el fin de 

prop.ic.tJr ld madurac1-:5n y ld g~riainac1ón de estos embriones 

soa~t1co~. euto cJe ci.erla forma garautizl::l una buena resJ,Juestl::l de 

e:->Le proCeHO mo1·fogentti.co. 

8.b.Efe~Lo del ác1do ~iberéli.co {GA3) 

En la segunda parte de la etapa 111 los callos se trataron 

con GA.3 y adem-1.1:1 de la vascularizaci~n qUf:!: presentaron e1:1loB 

cultivos, también se observ~ que al adicionar este 

-f~torregulador. He dto un cambio pronunciado en la 

comu.stenc.ia del edila dl dú4uir1r und apariencia bofa. por lo que 

se cons1der~ estd otrd cdrdCLcr!st1cd importante de evdlUdr. 

Uichas evaluaciones se redll.zaron de .igual forma que las 

presental.JCJ.~ cu el cuactru l'.j (!:>l 11 tomür e11 cutmlü el medio de 
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cultivo ni la Vdrie.JadJ,es decir.solo se evdlUé la presencia O 

ausencia de GA3 eu el medio de cult.1vo·:As! entoucea cuando Be 

e•pleo GA:s, de un t.otal de 776 cal loa, 289 (37. o ,,;) t.i~11en 

apariencia bofa y :ll5 (:lS.U ~) son parciC:t.lmente l>of0s, Hi t>e 

co•paran estds cifras con lo obtenido en los cultl.vos en los que 

no se adicionó GA3. He puede not.ar que .loa ret:iul t.adou son 

Hia1lare!:L Hst.o t::t> l.lllµDrlante porque cuando He hace el C011teo pa.ru 

evdluar la cant.idat.I e.Je cdlloi:; que presentan und consistencia 

co•µact.a.. i:;e Ueterm111a que la respuesta. es casi la •isma., si11 

eabargo, cal>t:! hacer notar que esta consistencia se presentó m~t> 

clardmen te en los Cdllos que no fueron tra tddos con GA:s y Hl. He 

revisa nuevd.mente el cuadro 12 es en estoi:; callos donde tdmb1e11 t>e 

presenta poca vascular1zaci6n. 

Estad! sticamente se deter11in6 que no hay diferencia 

s1gnificat1va de 1a respuesta que se obtuv6 tanto de los callos 

que fueron trdtados con AHA , como los que no lo fueron, es decir, 

la prol.Jabilidad que t.umen los cultivos para µrm:n:nt.ar cuH:lquier·a 

Ue los tres tipos de consi~tencld es ld misma , independlentemente 

de que sedn trd tados o no con GAJ, lo cual perm1 lf! µlaulear que 

probablemente este no fue c1 momento adecuado pard la adición de 

t.J.tcho filorreguld<lor (GA3), yu que la f111dl1uacJ ets J,Jroµici.i:U' ld 

germindci:5n Uel eabr L·5n ::>011~ ti.ca obtenido y no el ca.mb.io de 

consistenc1a ue los cultivo~. 

r.:n este cdso la necrosis .mostr:S cifra~ .J.aportantes, sobre todo en 

los cultivos que se trdtaron con GA3 Yi:I que s~ ollt.uvo u11 11~0 X 

lo cudl s1gn1lica Ufld ?4rl1.tt.ld importante t.Je aater.t.al blol,5gico. 
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8.l.ANALISIS HlSTOLOGlCO 

8.7.l.Cdracterizdcién del callo primario 

El cdllo se obuervó a los se.ls dfas despu6s de la siembra de 

eabrlones maduro~ Y surge de la parte media del e.abri6n. se 

caracteri.za par ser amorfo, de color blanquecino y •UY friable. Kn 

general para las tres variedades de ma!z los callos presentaron 

las cariict.eríHlicas anLes mencionadas. pero 111ent.ré1s va. par:>ando el 

1..l.t!Dpo <.Je iuducc1611 y est.e callo µr111ar10 va creciendo su 

colorac1611 caalna a amar1lle11t.a y su consist.euc1a µa::;a a ser 

coaµacli:l;la text.ura final t::s granular.Cal>e menc1onar que existe un 

callo,t en menor cantiddt..I ) que siempre permanece friable. 

Al 11.1.croscoplo est~ callo pr.lJDdr.lo presentd dos tipos de células 

que se distinguen por su morfología: 

C91ulat:i ll.VO 1. - Se caraclerl:t.illl µur ser gri:indes. alarm1<Jas. con 

una gran vacuold. n'1cleo peque?ío y exc6ntrico. con citoplasma poco 

denso y pared celular gruesa.Presentondo as! las caracterlstlcas 

t!picas de una célula paren4uimatosa. Estas células por lo general 

se encuentran en la parte interna del callo. 

C~lulas tipo 2.- Estas c9lulas son peque~as, su citoplasma tiene 

granulas abun<lantes, poco vacuold<lds, su núcleo es reldtivamentc 

grande y su pared celular es delgada. Estas cJlulas se 

encuentran en ld superf.1c.1e Uel cdllo y por las caracterfst.lcas 

4ue pr~t:>entan se p.lensa que se trata de c~lulas meriste11.{t.1ca.1::1 a 

lrdvJ"t1 dt:! li:1t1 cualt.:1::1 ~l ctülu va creciemJo. 
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Con frecueucia t>e e11cuenll"i:U1 me;¿;cladoH aal>ot> lilKJS celUlé.res en 

algunas regiones de~ callo. 

Con respecto a la foraaci:Sn de cal.lo :en aa!z. Hott y Cure 
:,''.·!";,,' 

(l'j7tl)han pu~to en t..luda tal· proceso ·ya 'que :realizan un estudio 

t11.sto1{Cgico de cult.1vOH Que. se origi11li11 de (iirer·~l1t~· pi\~t.t:.~ ·_de;)·ª 

lJlDflli:I. 0e SUS Olmervacl.Ollt:!ti COOC1uyeu que el .-. :.;~·~l¡~- se': °fol~IUt J.IOl" 

un crect•.L~nto dlJerrd11te de rdÍces, lo Cud.i,, .indica que.no existe 

realmente una regenerac.i6n de rdlces in vitre sin~ ·:•Ís. bien la 

presencJ.d e.Je estd:::J es el r~ultddo de la prollrérdción' ··de un 

tejido que ya se encontrabd pre::iente.Sln embargo-en el siguiente 

ario Spr.Lnger y Green ( 19'19) tdmbi$n hacen- un estudio hlstólt..<t:íCo 

e.Je 10:::1 Cdllos obtenidos a pdrt1r de embriones 1nmat.Ju.i:-os Y a través 

de dicho an~llsl.s µruponen que el c1:tllo se or1gi11a a. ¡.>1:trlir del 

tej1Uo que formd al escutelo. en especial <le la regi6n· epitelial 

ya que estd zona se Cdracter!4!:a por ser dltamente ale.r1siemátiCa y 

par lo tanto se da una r5p.ida proliferacién celular. ~stos autore~ 

deter•unaron tdmb.i~n 4ue existe una reg.iondlización celular .• , es 

decir. que en la superf 1c.te del callo se encuentran zoñas 

merii;temit.icaB de lest> cualeli Be or1!!111a11 Urolt8 y por lo mis1110 s~ 

En cuanto d ld formdc.i.c..-n Ue cdllo proponen t4:UC la prollferdc..i."6n 

e.Je! teju.Jo ocurre en la zona camb1dl, es decir, la zona donde se 

une el e::.cutelo con el eje em.br.iondrJ.o y el desarro],lo de raíces 

lo plantedn como und evic.Jenc1d de que s.i ::Je da el proceso de 

11ort"oge11~!::1.l!::i en eslo!::I cult.1vot>; concluyemJo e11t.011cet:i que los 

Cdlloli'. se encue11trdn tormdc.Jos por células parenqulmdtO::JdS. 

Finalmente reportdn la presenc.td de xilem.a y floema en li!Ug edil.os, 

«!::ilO t'."iltJ.mo es t•J..tOrtf}nte por4ue en este trabdjo de tea.u; tambi.$n 
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se obtubieron cortes _de cc:t lloti con tres resiembras en los que se 

logr.:t aµre<:iar 1:ª l're~enci.a de LeJido vascul.:tr pero nunca en estos 

Cdllos se presentd el·ori.gen de un eabri6n t>om~tJ.co. 

En lot:1 .c~_llos .. :·pr.i.aarios que se obtuvieron. son auy pocos los que 

presentan·ra!ces. mis bien las ra!ces que se evaluan al final de 

la inducc~6n,, proceden del 11..ismo embr.i6n. 

8. 7 ._2.Caracteri.zac.i6n del callo con resiembras 

l::sle t.ipo de cal.lo µr~enta un cambio en su cml!:list.eucia y 

su textura esto im.p.lica que se hace mis coapac.to y su textura 

~ranular es m~s firme. Su coloraci6n es dmarlllenta y aientras 

a.is resi.embras tengd el color va siendo mis obscuro.hasta llegar a 

ser café-; esto .:tdem.~.s de atril.Jui1·se d las resiemlJ?·iis. f:ie debe a que 

el. callo µar su muu:io crec11uenlo va acu11.ulC111do auBt.auci.as de 

desecho (produto de su metcJbolisao) que auchas veces provocan que 

el Ci:tllo Bt: necruse. 

En cuanto a la presencJ.a de raí ces, estds aumentan su !rt...~uencia 

11.ienlras t:1e i11crementa el i1•'1mero de rt:!Sieml.ira~. lo cual t:U.: delx: u 

la coucent.rución endógena de uuxi11as en el cultivo. es decir, coao 

el medio en que se hdce la res1e11.l.Jra (mant.enimienlo del callo) 

est~ adicionado de una aux111a. hay re.stot:; de esle com11uet:>to que 

quedan e11 el cultivo y de esta forma se va acumular1do cada vez 

más, lu cual proveed que la presencJ.a de raíces sed Cdda ve~ 

mdyor.!:3J.n embarl!O cabe mencJ.onar que estas estructurdtl son 

mili al>u11<Ja11Les en los cultivos de las tres variedades que se 

encuentran en el medio de cultivo ~. eat.a caracte!uLica ae 

1.wet1tmla 11~t:1 <.darcststmte t:m la variedad VS-:l.2. LoH cultivot:J que tH.: 
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encuentran en el 11etJ.to Nb.l tcsl:lll..JJ.-:?11 1n·~e11lt111 ril! ct::H. 1ieru, en we11or 

cdnt.tdad o b1en muchas veces no laa presentan, como sucede en la 

var1edaU Chalqueño; una caracter!dticd i•portante.qúe, se. obserVé 

durante las resie.bdt:1 fue que la variedad VS-22 que se encont'raba 

en este medio no presenta for11ac.i6n de rarc·es,· y esto'··deauéstra ld 

dlta variabilidad de un genotipo. 

Las ra! ces sou un vercJiicJero µroUlema del..Jido is". ~ue difictd t..Cs11 1& 

res1eml>ré:1 del Ci!llo, siendo en ocas.iones - 'liln abundantes qu~ 

provacan la p&rdida del .mdteri.dl biológico·.· 

En-e;l callo de res.i~•bra taab.i~u se pret1en~an regiones en su 

superf.lCie que se di~tinguen por ser blanqu~cinas :Y sumamente 

friables; esto Ju~ce pensdr que se trdta <.Je la- ·prolifer~c.tón-ue laN 

regiones merit:;temát.icas y que por lo tdnto d través de estas se tJ.S 

el crecimiento del callo. 

Taab.i~n se observa que lo::; Cdllos se van haciendo -cadd vez mát:1 

muc1laginosos excepto las zonds blanquecinaH que proliferan en la· 

superficie. 

8. 7. 3. Car-acter .tzacióu de lof:I: cultivos en E:!l 11ecJio &diciom:e<Jo 

Se sabe de antemano que un cultivo baJo-condiciones in vitro 

t.lene Ufl dlto rmJice cJe totipotenC.ldlHJad y el ma!'.'z 110 eH lü 

excepc1&11. t:i:iO emlJargo,110 hd t:1.tdo fácil lograr que se adni!ie::1te 

que_ 

pldnte.-:iUo ld ex.t.stenc.ld <.le m$cd1lismos <.le repre::1ién. J.os cuales 

hasta ld techa no han s.tdo debi<.ldmente cardcterizados dado 

la coa~J.ejidüU y var.taUiltcJüU de los miHmo.s. ~s µor ello que 
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se hdn empleado sustanc~as que propician que.sed~ el proceso de 

mortogen~sis bajo· condiciO~es· !.!!. vitro. 

eu mar~.lo más r~ient."e que se ha hecho para 111creae11t.ar la 

respuesta aorf.ogeñética es emplear el AgNU:l l.o cual ha 

t.Jddo bueno1:1 resul ta<los. Por ello en es te ca!:lo el co•puesto 

antes mencionado se empleó en una concentración de 10 mg/l 

(Vd.lll et dl, 198YJ. Los callot:1 que se sometieron a este 

trdtamiento presentan las caracter!sticas siguientes: co•pactos. 

de texturd granular y de colorac16n amarillenta. Al transcurrir la 

primera semana en el medio adicionddo (R1 y N6.1 J loa calloH t.oman 

una coloración obscura y son yis auy mucilaginosos, pero adem~s los 

callos que se colocaron en el mediO R..t preBent.a11 deHde la primerH 

semdna rat' ces abundantes y esto ocurre con aS.s frecuencia en ld 

variedi:ld Chalquef"iu y con menos frecuencia en VS-22. Lo a11t.erior 110 

impl.tca que en el 11ed10 N&1 no se dé la fur111il<.:.J.Óh de 1·uf <.:e!J lo 

que pasd es que en e:;¡tos callos las rafees se presentan con aás 

retraso pero nunca tan abundantes coao en el •edio R1. 

Deli1utiva11ente en este aspecto (for11dcir.c;n de ra1ces) se empleü 

und respuesta contrdria si. se compara con lo que se obtiene 

úura11tu J aB rt!Hl.emt.n·C:ito: ya que µari::l eBte caso la va1·1edad quC! 

presenta a&s rd!ces et> Chalqueñ:o y la que presenta •enos es VS-22 

, lo cudl indica unu. manifestación clara de ld variabilidad de 

loa genotipou que se emplean en este trabajo. 

Otra cardclerf sti.ca que ta11bi&n result6 de inte~s es que 

origindlmente el medio que contiene el nitrato de plata, tiene una 

coloración ami:tr1.lle11ta;cua11du t>e colocetll 101:1 callos en est.e 11ec.Jio 

y 111.ent.ras va µasando t:l t.iem¡.JO, el medio de cult.ivo vuelve a 
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tener HU c_olor orig.tnd.l y. e::;to pds~_- p~_in'clpdlm.~t-~ ~n ld zona 

doude He encueuLr·i:.. colocado el cal.lti - ~ PoHl.l>l~eii,(e:t!l ciimbio · ~·~ 

la colorac1Ó11 del •~io He'deba a: 
,· 

aJE.l cal.lo que 1:5e coloca _eu :··ei. ::;m~·~~·~:de cult.'ivo al 
.:.· : __ :·>-.· .·:~:·'.~- _, ·> 

creciendo desprende sustancias pr~~l~~.~:. de:-· su., 11E!tabo.lisSaO 
·~:--:-.'~ ': . '.;,> 

cuales reaccionan con los iones ._tle' pl~ta·,. y·;.• entonces ·se dé 
ca•b.to en la coloraci~n. i:,,;-

- ., ,., . 

b) Otra raz6u es que el mit:1mo 'Clilló 

plata por lo cual cambie la co1'~~acf~~ fa';.'1 ~i.d1f :: ;¡ ·~i ·r 
--·~ . .,.. ·~ - ,::.· :,';':'. ;··._:,; _- ,;·-~:-

las 

un 

<le 

;;.- -_ '"'-- f·-.:~·~.;;¿ __ . :~. -~--~i:i:-~--'_ ·_:!-:~:- -~----- -- ' 
S.in eitbargo no se tiene -bieil es·,t~bÍ~i(j~L;'[Jtie~-.;~1);·.~-~~~t;¡l;f.f;t~á-i)J.o 

--_;.\'- '--:;~~.',. :<;'._-1-~·:}-c: :e:;;::·'-"--~~~- .. --=-·-~- ··.-"-
t!ll lét culuracióu eu .. 'e.l ·m~io de·.~ulii~-~·:t~---~/- _,:~\; .. " .. ,--,v --·:·:;:· 

Adéaás (Je caracterft:1ti.cas 

cal1os se colocan en un aedio t.le cultivo que :cOn,tl.e'O~ :4 <le 

uacarot:1a. lJl'ea;eutur o 11 un camlJio muy nulalJle tm cUanLti " a Hu 

con1:u.stenc1ci y esto se debe al aumento de ld osmolaritlad eñ · e1 

medio de cult.ivo lo <..:ual provoc;a que los calloH - t.e11i:a11 una 

cons1::)tenc1a sumamente compacta y mucilaginosa.Al observa_(' estos 

cult.ivos al m1croscopio estereoscóp1co. en lci superficie del callo 

se ven protuberanc.tas de color claro l blanquecino) • 

En los cultivos que se encuentran en el segundo med.to adic1oÜddo 

(Ro.~ y Nóo. ~J, cil reali;¿cu· cort.eu hi1:11.ol6(!l.COB 0 tu~ olJHerv•.5 u11a 

organización celular en la superficie como se mueslri:li tm la 

iu.cro1olog1·ar! A 14, ~11 ln que ve cl.nra1nc11te que la 

organ.izac.t6n se pr~enld en la reg16u donde se encuentrdll lus 

protuberdllC.ldS y lds cé'.lulas que lds !or•dfl son Jlt..'"'<-IUef'idS t.m 

relac.i.611 cou ldH c~!Ulüs que forman el teJicJo pa1·e11qui111üLut:10 
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{J..11lt?r1or de.l callo) . .Eo;at.as or~ani:¿,aciones t.ie11en coao base a un 

1..tdido foraado por ·Célulaa µarenquiaat.osats en el cual He observan 

i-es tos de ~~j Íd0 ··.Va~_éu1a'r •. 

" " 

B .. ~_ .. 4.Ca~aci.erÍ~l.i~as dÉ!: los callot:i que fueron t.rat.a<.1ot3 con ABA 

~l t.raLa•ieut.o con ABA comprende la p1·ime1·a pat·L<:! de la et.apn 

111 en la qut! ::;e pret~n<le la aadurdción <le los eabr iones 

t1oa~Licos./\l inic.aar el cultivo de callos eu est.t: medio se t.uvo 

n.ucllo cuidado en sel~ci.011ar liolo porcio11eH de callo con una 

consistencia coapdcta, Hin eabargo, al transcurrir el tieapo se 

observ6 qut! lou callot:S s~ cul>ru.n de hel>n.tH las cucsleli fi11alnie11te 

t:ie catalogaron coao vascularizdc16n, esta respuesta fue general 

para todas ldB variedades y en d11.bos aediol:l de ClÍltivo. 

~u muchot-1 de los callon dei:;apat·ecieron las regioi1eu que ya se 

hab! dfl catalogado como embr1o~~nJ.CdS. esto ocurrió de manera 

az.aro~a lo cual 110 per11.ili6 ciitalogar a una Viiriedad n1 cult.ivo tm 

especial. pero t:tl. ~e olJserv6 que aleu110::1 callos que c0111-eni an 

caab10. aun en su crecimiento. 

En los cdllos 4ue se colocaron en un •ed.io que no conten!a ABA. 

t:1olo !ie observ6 el <let:tdrrollo de pequeKas rdicea lds cuales no 

fueron t.dn abunúdntes, no crecieron ':/ tanto su colorai.:i6n coao sus 

caracter! ::;;t.1.cas embr.1.og~n.icaa se con::1o1.~rvaron. 
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En es te caso una -par le 

-:.: ~::- ... - :~:, 

~ C~ ii.'O~ t.iue·:~~-:}~e.:~ .·e•ple~r-on 

tuvieron la ca;act~r!st.ic8- -~.t"e- -~r~~nt·~-~ --y~-~-éuf"~--~-1i~~16~ ( trdtados 

con AHA), pero se tuvo cuu..lado qu~·,_fu~;~n:c-~ái~-~C~-~~~ --:~~~ &enerdl lo 

que Be abserv6 fue que al }.Jaso' del 1.ieml>O l.os callot:io ::;e va11 

hacumdo friableH a li!l gri!do que .Llegau a 1.euer una aµaritmcia 

bofa lo cual provoca que en muchos de ellos las regiones 

eml.Jriog~uicas 1:1e pierdan por com¡Jlelu. 

8.B. ANALlSIS HlSTOLOUICO DE LOS CALLOS OBTENIDOS AL 

FINAL DEL EXPERIMENTO 

1.- Cun Scido 

Aunque no He ·lleg6. _!l ol>l<mer 111ue1::1tr11s dl:! t.otlaH laB vai·iecJ1:1deH 

en los cuatro trdtamientos,tu. se lleg·.!- d de-fin-ir ue m-anerd 

general, cual fue el coaportamiento de los cal.Los en Cdda 

t.rataaJ.entu; at:1f eutonc~H !:lt! <Jefiue lo t:agui.ent.e: 
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Trataaiento l (C/ABA S/GA3J 

En este trataaiento los cdllos se colocaron pri•ero en un 

medio que cont.en! a ASA y }XJHt~rior1ae11L~ pbsar-on a un medio liLre 

dt! hormone:uLAuuque mucho8 de lo~ Ci:t1loH µret:>f:!'nlarou i1par1f:!uc1u 

bofa. algunos toleraron ser procesados hist.:>16gicaaente lo cual 

permitió obtener preparaciones f~Jas en las que se observó lo 

1:u.gu.Lente: 

En VS-22 Oi6) :::i:e p~enté una orgd11i2dci.ón celular pero no ea 

propia para ser Cdrdcteri~add coao tipo embriogen~ais a~s bien He· 

t.rctt.~ de ciSlu.lau pa.r~nquimat.oaaa que ea tan organizadas. 

En H-13~ y Chalquef"ío (R) se obtierva auy poca organización (cdsi 

no hdY) y ta•poco es caracter!stíca de una eabriogenJaia aoa~tica. 

Tratamiento ll (s/ABA a/GA>J 

SI:! defiui6 que en los cult.ivos de la variedad VS-22 que rucrou 

colocados llesde la iuducci6n de callo hast.&: el cultivo filn•1 t:!ll 

cedio N&, se presentó el desarrollo de e•briones soa~ticos EatoM 

callos durante la tercera etapa se colocdron en un aedio que 

cart:!CJ.6 totetlatWJlt! de reguiador~s de crt!Ci•l.E:!:J1t.o. lu cual 

ilAl-JOrl.üute t.omar· t:m cueutu ye.. que de esta forra:n H~ µuede defiuir 

que esta obedece clara•ente a la estdblec1do 

J.>r1111.erame11t.e e1' ZiUl<~flOl'J.a (St.twctrd Heinert.. 19b9) 

po~terioraente pard otrds es~cie$. cuando los cultivos se colocdn 

eu un au,x.h.o que care<.;t::! coaµlt:!'lü:m.e1't~ de reguladorea 

creci•ienLo, la respuesta es que ae desencadene el proceso de 
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•ortogen~s1s SO•Ítl.Cd este evento·hd sic.Jo obS.ervac.JO taabién eu 
·, - ' •' 

iaaf~ por Vatiil.(lYB::I): Kttwo,(1Y8]'.); -.-Du!1<:Ü11,ti9~_af, y un eHttt 

Hn este lrdtd•1enlo ld var.lec..ldt.J Ch~lquef'ic.J .Y -'".~-1_;3.5 (rl6) no 

presentan for•dci6n de embriones soaitJ.coS _pero tu-" se observa 

dUnque 110 es •UY p1·onunc1ddrl, cierta org:d1·1i·zaclÓn.. ·celular. Este 

drreglo celular est.? foraado por c4-Lulas r~oiu.ldS y dlart:;dc.Jas e.Je 

tal forma que se puede decir que ambos tipos ~~-l~·iareá:· ~~rdan la 

•J.B•a proporción. 

Las varie<..lades que He colocaron en mud.io H., fi111.tlae11tt=: pr~t>entru1 

und consistencl.d muy bofa por lo cual rio t01eraro"n ser tratadas 

obtener solo se observan las paredes celulares y como esto no ~ 

uniforme, no se puede determinar su orgd1u.zación celular. 

L>e ld Vdrtt..~at.I VS-22 se ol>tuvieron prepdraciones fijas en las que 

He e11cue11t1·a11 cuil.lr1<J11es so111~l1co1::1 t:!ll elaprt ~lol.Julai· y tm LJ·ei; 

estdd(os de UesJrrolJo l•J.crofologrdf!a 1) Yd que estoH embr.1.oiUes 

var.1.an cldrdmente en 1:>u LdmdKo. Si !:le observd la f.1.gura S las 

~structurds que en e::>ldt> •icrofotograf!as aprecl.d11os son •uy 

s.1.11ilares a ld::o que ::se lldrcan con E y F solo 4ue en este caso se 

Lrata de una embrJ.ogen.$.s.tti cig-5-ticd. 

Ku la micrufolu~ri:lfÍ a :.t. bt: ob::>l!rVli que los e.ml>rioues surt.t:l1 de un 

Lej.itJo form.odo µor células part:uquim<s.t.os&s y ~ste tie<:ho viene: a 

reafü·mar la idtfü que exisL~ ucerca de la µlas1.ic1c.Ja<.J que dictJai:> 

célulds presentdn para volver d retomar sus cdrdctcr!stlCdH 

11eru:1tem~tJ.C<1s (.lisdu, K. 1982). fdmbi.?n po<.Jeeos obserVdf" que u 

LrnvJs útd teji<.Jo µC:1re114u1111at0Hu, exlHLe u11 teji<.Jo vatscuJ rtr· y etilf:: 

es otro lu~cho c.irJ:cLerf1::1t1c.;v Uc u11c..1 e•briot!ell:i.~u::i: som~t.lcd. ~ 



<.Jecir, µC:trt~ de letli c~lulat:J ¡JaN:mqui11atO!HIH f:ie difert:mcüm en 

tejido vascular el cual va a estar cubierto de estas mif:i•as 

células. las cuales pdra este caso son c&lula~ dlargadas que se 

encuentran como base pdra los eabrJ.o.ldes (aicrofotigraf!a 3).Si se 

obHervca con 11.it:t detalle (160 X>. f:ie ve que exiHtE:: una estructura 

ent.re el embrioide y el t.eJido pare11qui11atoBO que bien puede t:1er 

el suspensor.Ksta estructurd no se observa en la •icrofotografía 4 

lo cual puede deberse al nivel donde se hizo el corte, sin eabargo 

en a11bo1:1 ( 3 y 4 ) se pr~ent:a und organización celular en la 

periferia que consti.Luye a la epi.dermis. 

En esta varietlatl y por los cortes obtenidos, también se 

localizaron proembr.i.one:1 som4't.Lcos aicrlfotograf!a - 5 ) .~ los· 

cuales ya presentan und or~an.t:c:;ac.i6n celular en la periferia 

tprototler•.is) pdra dar or.igen d la epidera.ia, en su interior. las 

c~lulas _presentan un tamaflio uuirona.e y HU roraa ccu:li r~Ot!d_~ s~ 

hace notar claraaente como lo Hef"idla la flecha. Rata eStru·~·turá-

no se encuentra fija a ningun otro tejido lo cudl se debe a 

que el tejido base no res.ist.i.6 pasar por l.a técnica 

hit>t.ol6gica y est.o se puede not.ar µorque Holo se Obt1ervu11 ·1aB 

paredes ce1ulare~. 

En cuanto al tejido de conducci6n en eStos: .c~~tes: se observa 

tmicrofotograf!d 6) pri.nc.lpdl11ente céllilá::i··· de . xile.a que se 

d1Htinguen por tef'ii.rtie intent:ldmente. 

~ µrt!Ht::llldl1 oLJ·oH cor\.~ ~11 que a prirt.ir 

t.lt:ü m.Lt:imo teJithJ parem.iuimdtot;O (IÍ.Ícrofot.Lgrdf!d 7) pero en 

diferente regi.ón. surge una rdf:t; (d.) y un e11bri6n so•-'tico (b). 

~La fot.ograf!a ~H auy 1luHtrativ~ ya que ~r•it~ ~ta~lL-cer 
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t!11Lre uíi_º. ~11Uri.oü1e. :'y UHd en 

eati!u! o!r 111uy ~em~:.1;~1i¿~··_ºcJ~ ·(J-~-~~:r;~i:i·~·~;~-·C:~·~:J~ :·/~':!:·~~:_.- · vtH" 

pdr.t!:nqui.11h1LusdH 

dsoc.tddas d.L';. tt!j:Íü_o .:v.~~~~:.id_;_/: ~j:·}~ujI:': ::oe _:-\l·J~~r-~d 
~}. 

a.icrotOtogrd.t!a 8 º. A·si ,;·~li"l:o;i~~{;.l-1~~,.'. -r'~i·~·~z.a': · ri:tf" 

llt!JOr en l·• 
d <.le 

t:1er t:an ~uei'ia, Yd µre::u!Í·1.td··.·.·~~~~ .:-~~~~.:~~:d1·J.z_dc.l6n celu ldr y por lo 

tdi1to 1:1e puede aprecídr· Ii:l. coiJ..d :y~,..ld·.·~.~ona _merlstem,,{tlcd. 

El éab.f..i-Sn soaft.icu 4~e -~~ pr~entd e•i'estds mlcrofltogrdfÍas / 

y a ) ya He encuentra en Un etitdtl! O ~e ~esarrollo mát:1 dVcu1za<Jo _ qut!: 

los que observamot:1 en .la::1 ~i.cr~·fotlg.raf!ds 1,2,3,4. Und diferencia_ 

notable en cuanto a 1a .rUtür-a··-:;-~!~'-~1:1 -~~e en ei caso del e~brioÚJe_ 

la or1;:a11i:ieaciéu celuliu· t:H .uuifora.t:e. lKJJ" lo que_-~_e µut!de cJ~ir-c. que 

no existe ninguna reglondli.~aci6n·en dlchd 

b:n la 11icrifotograf! él Y se 01.Jti~11e al1::'0 · súuilélr '·a, l&li <Jos 

auteriores, solo que en este cctso _la'" rd!~ y __ el--' eabrÚúde ::;e 

encuenlran totalmenle aparte~ la - rd!~ prt!senta td•bi:fn UOd 

regio11alizac1611 celular ¡KJI' lo que '"' dit1Li11,tUt la ZOIU:l que 

co11prencJe la cal.iptrd y la zona" mer.istem&tica, to<lu e>1to 

deluu tddO Por UUd capd que e:1 la ep.Jder•.tB. 

b:l eml.Jri611 1:;omStico He eucutmt.ra cortado .lougitu<Jiual•t:!lllt y tsto 

(>l:!rm.l te apreciar el hdZ. VdSCUldr, en· cuyd .t:1uperf 1-Cle ~s t~n lcu:1 

células µarenquiaat.osas de lali cui:iltH lit! orig1111::1.St-.: ol.Jst:rvti !él 

epidermis y el tejit.Jo provascUldr del eabrloule, la ort:dlll.~dcLÓn 

celular es uniforme. r:u este caso no t:>e obtJervd la preHencla de u11 

corlt!. El tejJ.<Jo VdSCUldr que preaentd eHle embr.ioide et:> Himlldr 

dl que se mue..~tra en loN e.cabr1011et> ci.~·~t1co!:> lle ld f.igurd !>. 



Taml.Ji.~11 se ol>serva11 cort.~ de t.ej ido vascular. aiffao que se 

encue11t.ro rodeado dt:! t;&lulcu::1 µareuqui•at.cn;as lo cuill aµoyél les idea 

úe c.¡ue el eabrión ::;oaSt.icu no tiene conecc.L6n con el tejido 

vascular tal como lo Pldntea Raghdvan (1976). 

con el 1 il1 <.Je comparar uuest.rus resul ta<.Jus con los ol>t.euidot> 

por otros autores. se presentan <los fotografias de eabrionet> 

so11~ ticos. El e.Je la .1Z4uierc.Ja se obtuv·S en el presente estudio y 

el de la derecha corresponde a un embrién som-'tico deª inerais. 

Lomdc.Jo del caplt.ulo ~-4 del libro The Oevelopmentdl Biology of 

Planta a11d AJlimals. {Wareing. 1976). 

A::I! tm lds m.J.croloti.gra!I as que aqu! lit:? seKalan como el 

11t.5a~1·0 10. e11 aalx.Js cort.t:t:J µo<lemos olJservélr que exist.~ uu "t.i110 

celular caract.ert ::1t.Lco y 4ue existen reg.loneH m.ta:; 1Jeilsa::1 'Ia::s 

cudles poslblemenle sedn. sitio1:1 donde ld di>Jlt3i6n celular eH 

t:1umamente .interu1a. En .. A" no t:1e nota el suspensor y esto ae 

<.Jebe a que el corle t::1e h.1;¿,o en Ulld regi6n má.1::1 dll~ dt'!: esta 

es t.ruc tura. 

ht:>pecI ficélment.t: en laH fi.guraH 5 y b • ambaH reprt!Henla.n el 

desarrollo Ue un embri.611. HOlo que en el caHo de la figur-tt 5 He 

trata de una embr.iog:en.Ssis de und planta monocotlledtSnea y el 

desarrollo es !.!! §....!.!!!. Latigura b representa este desarrollo pero en 

una dicot.i.ledonea pero aqur si es una eabr.iogen~s.i..1::1 somÍtica. 

Ambas figurds permiten hacer una co•paraci~n a groso modo de las 

eldpds cJe Ut::Sdr1·ollu t1U1"dnte los dos tipoH de eabr .ioge~>!!.Lt::i; lu 

eldpd globuldr l.JUe se presentd en lé1s dJcotile<lon.edS. ld poc.JeaoH 

apr~1ar de lél S, ~11 una 

monocotiledonea. l'~.lndlmen te ld etdpa de torpedo en el ca1>u e.Je 

lct plélnld dlcotil~o11ea e11 qu~ YH l:it: difc1~11<.:iau loH doH coiJecJ011e11 
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y el hdZ. Y-dt.:ICUldr; l.o 

solo 4ue en esl~ e atto 

11.J.SIDO Pd:::id 

"'" lrdtct 

dll 

<.le 

la 

un 

l=!~~nt~ m.onocotlJ.eclone.1, 

colllt:..'<.l·?n qUt.! 'Üt:!. lgud.l 

manerct pos~ un .'t~Jü..10 vd::;culdr •·. 

> " .:~._ ":"' ,,-._ --- :;_ \:- ','."::.---

eu au111~1l't.uli·,: si-d·y'U.rt.:!~>l ltiU XL:dt: lo::¡ ~ll:t'!~·.Lui~~ ~u ·1~ ... ~~-~i:u· ~~-~~_ulr:sr 
St! ·pudO ·cal~üot:dr Ut! u·,·,d for•d muy Úe·t~-11U·J~ :~i~ -:~=¡~}~de :l.c~i~la~ 
4ue c~n t.i. tüyen d d.ichdii e~ ~.rucl:urct~-. .t;1~:. :_. Jd> ,-. .:¡~rri-f:otO¡~a!Í.d 11 

forma -~-~:Hi>::_; i~tiud~ .- su 

celular sumamente delgada debido a· --~ue ···: se :· ~s tán <liv i cJ.lencJo 

const.antemt::nte, su cltoplct::iaa ::1e obserVa denso. el núcleo e~ 

tan grande que ocupd und buena P<>rc16n ·del · volumen celuldr y 

el nuclthllo ta11bJ.tSn pre::;entd un taaaf'io: ._.importante y se tiñe 

intensdmente. K:l arreglo c~lul3r é8 ·cara"ctcr!st.ico de una reg1én 

meril:it.em1"Lica. adeJD.as· n-o exili1.tm ~-o:-~ra1_1des :· _espacl.~s 

c~lulds. 

Todat> estas <.le 

meriateaá.tJ.ca, el~ ~u~~·:_·i.~Pli_c:a 4U~ ya He . dl.6 una 

eu~r·t:: 

una CP1Ul'1 

dlft!1·e11cJ.dcJ.6n 

celul.ar qu_e- ~~~J6·, ¿~~~igo-:u~1i_ ll.Lv~rsl.-t1ad hist.i16g.i.ca ·.~tt ~Cadrcmld. 
"· dec1."r. ' , se pr~entaroi1 

---,7.-- -· ::·. :··,~---<~·;, ·. _:-·'.·< '~ 
Ci:.ro.ct.t:r1·sl:l~iÚ:i .~TÍ':l_Ú:út:s.).x;>r: ·10-· _QUt: st: c.<li:t ·.-uu 

~e1a~J.oné8 ·~-.u ~-ua~ 

dél ·. teJi'u.o; 

cdmbio1:1 en ldS 

l.:~lular. solo que. en e~te cetsó- :se ... tr~.~á~:~~¡J~·: ,/6~,i~~'.~-~-~< ·.~~~. ; -~~ hm1 
.,, ,•' '' .·•" -·~·-{e 

diferenciado en· teJid~~~~iis6~-1~~~~,t:'~"Í~;:~;~Lffi'i~Ci:"o'f~:i·P<f~219~}l~~--·~se 
pued~n observar c~J.~-~ª~'·;~~;;~~;i~~~ '.·'~ri~~·:¡;:; ~~-,-~ /cor,¡a :_·,:: .. ~~~-~~·t~-r-·~·~t~cct 
(hexagonal J y céluliit> que C~tllilit.u·~·~~;/ J(..: 4i}'~~~··i 
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~n el extrt!•O <.Jerechu :se pre::>t:!Jltd teJ.ldo !oraado par células 

Td:abl.~n ~e observó otro tJ.¡xt de (.U.ferenc.ld:Ci6n celuldr, lcl cudl 

constituyó f inalaente una rc:t.! z. La alcrofotogrdf! a 13 auestra CODO 

esta estructura. Tiene aarcada clara•ente una re.gionalización 

~lutar. ati! µo<Jemot:J dial111~ui.r la cofiu, la c;aliµt.rél, en el 

centro de esta estructura se oblierva la zona aeristea.1:tica, y •ás 

arriba lü zona <le alarga.atento celular y superflcidl•ente se 

encuent.ra iS la protodercu:t. 

Trcltdml.~nto l li !c/GA> "/ABA) 

1:!:11 et:ale lrotamu:mt.u Ht=t obtuvieron mue!:f.t.1·ai:¡ de cul tivoH qu~ ue 

encontrabdn tanto en medio R como en m~io Nb y en dDboa caso~ no 

ta que :ie lle~6 d observor c4lu1cts parenquJ.adtosas •UY poco 

organizadas lo cual no corresPonde a ningun tipo de 

d.iferenci.dct'-.,'º. 

Trataaiento IV {c/GAs e/ABA} 

l!h est.~ c:at:io solo en luN cult.ivos que Jjé:: encont.i·é:IOOU en medio 

Nb 8t! 1.Jl.>t:terV~ c.Ler"td ort:d.n.LZdCit.<n en ld qu~ tie presentdn cÁ-luld~ 

110 pr~entdn Cdrac ter! :;:1 t.i..:dt1 

aer.it:tte•,(t.icas.~tas c~.lulaH t:i~ encuentran acoapcii'íadaa Ue c~luldt:I 
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Aunque este Lt!jitJo no He caract:erfza co•o ~briog~nico, _ si se 

µresenta una r~gio11ali~aci611 cJada µor 'loH cJos lipo1:1 celuli:il't-!li. 

(al>ult.a11ie11Lo1::1 celula1·~), µero 110 se 

HO•~ticos. 

'ºº 

<Je ' <::mlJrio11tm 



Y. -LllSCUSlON 

Las va rit:..'<..la<.lc!:; emµleadas en eal.e lra1'ajo, muestran 

caract..erít>ll.ciH> lNJ.>Ort.iint.es que la!:i hacen aµt.ar> para poder 

traoajar r.on ellas bajo condiciones !,n. Y.1!.!:Q, estas aptitudes se 

pueden apreciar desde el mo•ento en que. de los embriones maduros 

de cada una de las variedades se obtiene la formación de callo, 

esto aunque no es una respuesta pareja en todaa las variedades. ya 

es un t!lement.o i.mµorLetHt.e µara !:ial.ier que ::;1 !>e µueden mélniµular 

baJo condiciones !n vitro. Para poder definir cual es la variedad 

que presenta mejores cardcter!sticas co•o ya se aenciorr~ 

anteriormente en todos los casos se hizo un analisis visual que 

fue apayado por un analisis estadistico . 

Kn este cdso para la inducción de callo tanto visual•ente 

como estadísticamente, la Vdriedad Chalquefli:o es la que presenta 

11.i\s capac1ddt.J pard ld formdci.ón de callo en ambos •edios dt:! 

cul t1vo. pr 1nc1p.il11ente en •edio R'. Lot:1 eml>rio11e1:1 de es La var1~ad 

no solo tienen la.As cdpac1ddd de generar callo sino adea.:ir.s ld 

cantidad et:l mayor que en lds otras dos variedades. 

Las variedades VS-22 y H-135 presentan taabién una buena 

respuesta, solo que en este caso los cantidades son aenores. 

~ato apoyd dat.01:1 de ot.rou aut.orea lGreeu, 1982; lhmcan, 198!:>) 

que indican que el genotipo es deterainante para la respuesta de 

cultivos i.!l vitro. 

Cuando se evalu..;i la presencia de ratees y pl.\ntulas. también 

la var1eddd Chalquef)o tue ld que presento menor cantiddd de eHtas 

estructuras, las otras variedades muestran un desarrollo abundante 

de raí ces y de pl;\Ht.Ulii!:>; e8\.0 lo podemos coufiraar !:Ji tu~ r~v1sa 
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el cuadro J (aµá11ú1ce). lJe cierta manera Yi:I ge emµieza i:t mo!ilrar 

la difereuci.a tm cuauto a li!. respuest.i!. de los ge11olil)()H. est.o. ~. 

porque definitivdmente se puede decir 4ue el medio de _cultivo no 

t.Lene und influencia relevante pard que se d~ la formaci6n· de 

Cdllo, ddt:!aás, las cont.1ic1011e!i de s1embrd e inct.Íbiici6n 

aisaas, de este aodo se puede decir con plen~ 

vari~add m~s apta hdstd este momento es Chalqu~o~;:· · . .:»• :.~>: 
<.· ,,:. : -~ :;·:.:/~.~,:·~, :;-:.:', 

CUdmJo fue evaludt..10 el creclm.len to' la \faPletI~-~-, vs·~-'ii.f:<rue la 
. ~;<'::\'. }.'!F~'-· 

qut:: µr~e11L6 el mt::jor creci11.ie11to, . ."L&.J.:.; cumo /Se',j-Otit;E;fv~,·i~: en·; la 
·--· :~,;:~~;_ ;-~~~{-"' ''Ú;: 

grÁf.lCd 2. 
··-;+;·,, -·"' º:::_,~ .. ~~---=. 

t.as desviaciones estandard -en general. =apoyán--'.-:auñ la~S -a:~.ló~ ·-datos-: 

que se obtuvieron, lo::; cuales l~tÜ~-~~ ~:~:~--J{- h·~'¡:: · Crec-!.ialento de 

101:1 cullivoH. 

La reHpuesta en creciai.elít.o,. _au;~~¡~e-~, _-d~-Íiui ii vameut.e de(Jende del 

t:enot1po, no se puede pa~ar_ por ~lto, la influencia que tiene el 

caal.>10 de loH cullivuH de un' m~io viejo a u11 mt.'"<1io nuevo, eH 

decir. el callo aunque no fue' manipulado al ser resembrado. 

siempre lieue que µa!:lar por u110 etapá de reacoudici 01uuuie11lo en el 

nuevo medio de cultivo, lo cual implica·que en ese periodo casi no 

ex1Hla crecl11u.enlo. 

Id callo <.Je •a!:¿ durantt:· 

Cdabio en -gu 

coloracJ.t5n, en es te caso de· und :· color_dc l~n ~lanc.Juec_+na pasa a ser 

CriSJ. de color Cd(~. 

~1 cal lo <.Jt!l cuol tie µa&le partt i11ducir el procet:io de 

embr jogen~s1s som1 t.icd, presenta. las Cdrac ter! s tlcas que lo 
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catdlogdn como callo tipo I (Tomes, 1985). 

Coao ya lln H.LUo reportado, ea import.aute un i11crement.o <.Je i:;ac.ct.rosa 

en el medio de cultivo (Vasll, 19!l2; RadoJevlc, 1984: 

Novak,1Y8/;Uuncdn,1Y89) y AgNU3 {Songl:lt.etU,1988; Phillipt~,l~H:IY) 

pard incre.1u.~ntar la formdci6n de embriones som.\ tlcos en cultivos 

de ma!z . .Cn est.e t.ral>ajo al t.ransferir lo!:> cult.ivos a un medio con 

estds cdracter!sticds y ~ue ddemSs se encuentrd ddlcionacJo de O.~ 

mg/l de 2,4-0 • se observan ciertos cambios tanto en su textura 

co•o en i:;u consist.encia, de est.a forma se pueden dist.iuguir en la 

superficie d~ dichos callos regiones en las que el tejido es mucho 

m!t.s compacto, lo cual provoca que Be formen abullamieut.os y est.o 

es lo que se define como regiones embriogénicas, que de acuerdo a 

lati Cdracte1·!sticat:0 cE:J.ulares son :Ganas donde exir:;t.e una i11te11HÜ 

d1visi6n celular-. 

Lü resput!sla que los cultivo!:' mueSl.l'i:lll en eat.Et segunt.Ja et&lJct-et:t u11 

poco diferente en las tres var1ec.Jades. La variedad VS-2~ es -la qUe 

respoude mejor, ya que adem1's de c..¡ue las caracterfstica1::1 del Cdllo 

son µrop1a1::1 t.Je un cultLvo eabriog~nico, en estos fue donde se 

ret:istró el mayor n1mero de t..h.chds regiones embrlogénicds Y más 

e.H~c1f1cd11ente en loH cultivos que se encontraban en ~J me<l.io 

Nbo. 5. !<;u t!E:!ltt:!ral t:!ll •-mt.e medio eH eu el que 1::1e obuervaro11 m.!1::1 

regiones embriogénicas para todas las variedades asr entonces en 

el medio H.o. 5 t:>e oO!:H~rva una rf..~pues t.a m~H pol..Jre e11 los callos. 

Con el incremento en la t:1acarosa b~sica•ente lo que se 

pretende eH e! aumento de la-- 01::1molarit.Jdd-en el me.Ha de cu1ttivo 

por 1.o cual 1::1e µ~ovoca q':le t!l callo pa1::1e a 1:1er de con1:1ist.e1icia muy 

coapacta (esta respuesta varia con el genotipo). La 3diclén de 
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AgN(b l:it! reaJ i~6 con e.l riu de co11tra1·n .. -t:it.ar t!l eft:et.o que 1.i(-!11e 

el et1leno tanlo en el creclaiento como en la aanifestaci6n del 

proceso de morfogen~sis de los cultivos 

t<eµorl.eu resie11teH exµli.cat1 t.S0111::st.a<.1. 1988) ul efect.o de dicho 

co•puesto en el proceso <Je e.briogen~t;;J.s y regener,ac_.i·!in de plcintas 

de ma!z.se ha reporta.do que exit;;t.e un a.lt.o contenido de et.ileuo 

en cult1vos que no !:ion e•br.Log.!n.lcos, es decir, que no tienen la 

capacidad de producir e•briones som~t.icos.Las resie11bras son un 

fdct.or impQrtante, ya que durdnte ellas se van acumulam.to 

productoB µropJ.oH <..lel iaetdl)()lü;ao celulC:tr, uuo de ellot> es 

pr~J.tidmente el etJ.leno. y e~ Por eso que la capacitlctl.l 

morfo1::eu4-Lic.:s de lo~ cu.ltJ.vot;, s~ va µ.erdieudt; (vor t.euer u11 taayor 

n6mero de resieabrds) mientras mÁs viejo sea dicho cuftivo·. K.s por

ello que en ~ste trc:tl>djo se t:!mpledron cultivos con solamente dos 

r~J.e11lJras. Coao ~l elileno etile110 J1Ue<.Je est.ar µ1·esent.e en 

estos cultivos probableJ11ente se eaplearon en el momento ais-adecuado 

pard que el medio de cultivo fuera adici.nado de AgNOJ. 

Adea~s de LStos dos factores, tambi4n se sustituyó el HCPP 

(regulddor de crecJ.11iento con el que se .indujo callo) por 2,4-D, 

t:!~ lo t:ie hu~o del.11.Uu d que td empleo de est.a. [ 1 t.oho1·moms hH s.ido ya 

auy repor lddo l Vdsi l, 1982; Rodojevf e, 1984) para hacer al Ccillo , 

eml.lri.ot;éui<..:o, l.:sl ~ el cat;o del t.ral>aJo que Kaao ruvort.tt eu 1Y85, 

e11 l.1011<..lt:! em11led t<.K.ld u11.éi l:H::rie de conceulrilcioueli de 2;4-D, 

ol.Jlen1cnt..10 los resultddos m.St1 re.levante1:1 en 10:::1 callos e.le 111a!z qu~ 

su encontrdl.Jdn en •~J." hlb d"Jic1oniitlO lle o .. ~ •el 1 e.le dicho 

f l. t.orregu .lodor. 

~los t1·e1:1 ·f.:sctores'.e11'e.l aedi.o de 'cultiV(J, !:>011 1:1oltJ el 
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µi·iuciµio e.Je to<lut1 loli caml>ioH que 11e _rt!(.juiereu. para inducir E;;:ll uu 

Cdllo e.Je ma(z .la forma~i6n de ea·brl~ne~~(.s~-~~t,icos. '· .: . ·_-.)~·: .. -.: :.- '' ' 

Kn la segunda parte de esta etapa~ ::la ··Sacarosa~.-~áe · redujo °(6%..:3XJ 

lo cual provocó en el callo qu~-:~--·~-ci~/.- el .. ¡,a.Wo cJel tiempo " !:IU 

e•l>r.Log~nJ.éu:o que llegaron a ser peqüeNos t1bultamiento::1 ,se hicieran 

Kt:>lad!t:1ti.came11Lt: la r~µuesta fue auy µol.Jre, lo cual hace µensttr 

que el aedio de cultivo <Jebe ser adiciouctdo de compuestos tülE;;:S 

como L-prolina (ArJ1strong- Green, 1985/, compuestos de 

compo~ic.i.$n compleja como el agud de coco (Ouncan,l<JBSJ. !e.ido 

atJs!cico (Close,1987), o bien alguu comµuesto que sect uua f'uenie 

de Nitr-Ó~t!no iidecuada en el nat:(fio de cultivo. 

En cuanto a los requeriaientos hormonales es necesario definir más 

claramcmte uuc1 cor1cent1·ación adecuada de esta auxinet hast.ca llet:iú~ 

i::t l::IU e.li11imsció11 total eu el. 11ec1io de cultivo. 

Mucho tJ.ene 4ue ver el. genotipo. yes que pdra .tnducci6n de callo 

el. Ci::lt>O dtd cr~..:11111ento vs-:¿2 ea la que pt't:!t>tnt.a los taeJoreH 

r tt::t>u1 tat.Jos. 

t:uamJo )'i::t se t;omele11 los cult1vot1 al t.rtttam1e11to µara taacerloB 

La varieuau 4ue mejores Cdracterf~ticas presenta ( de acuerdo a lo 

que se pretendeJ es ld V!)-2;¿ en me<lJ.o Nbo. 5. 

Una carac.:ter!st.ica imi.>or·t.antt: que pr<::se11taro11 loH cetllos en esta 

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

rt:!!:ipuesta tuvo que ver •Ucho el me<l10 de cultivo en el cual se 
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eH: \j~~·.:- s·~:~'J~~-~i~:~~~~~~~·~~~~;;~~~~·(l ~~·/~~;·~~~e-~~ tt.~o. .es te_- me.ti o es i_ded l 
-~- ·._,- - ' ,_ 

¡.1ci1~a-:·~l"-·,~~lia~í:o!'l'·~ ·/d~ :·~~'r·c;~li · 1>e1·0 nu para ile 
.. :,:l .•.-., -

em1.Jf.iÓ11~1/~H(;~~ ~(é'6ti .:/tmi.a·· ... ~H!Juesli:J ·eH ~en~riil Pin·a 101:> cüll 61:1 de 

IÚi ·e1: -~~~~:-~~'~.[- a~ú?'líe cultivo .Nbu. ~. lut:i 

l'QCilH; f~¿~:~.~~~~-- ~i411:!)~~·~ -~~·ci~o's_ -_ll~J exisltm. 

cal loH µrt!tH:mtC111 •U)f 

KS-t¿;-.~-'hB.Ce~]-~¡~~-~é/qU·~- Si iJ~~ú(Yd._ Se defin16 que el Íled10 Nbo. 5 ~ 

~.f· -~~· ~~C~~J~-~:-~¡J·rd: ld ,-Jit~renc.tdc16n de ret:tones embriogéntcdtt 

hdCt!I' 

- .·.-·- .. ' ~'..· . _::.:',_ .; __ .;,-~·: ·-;:-:'>"_ <~~,--; -.~_ <· :_'·" 
---·1~0 ,·µi·ut=!tJdli º·cu~1\,1'¡;11.it!Últ:ti.-,cu11--:Jo!:i,~(.;v11µu~t:i:loH a11let:1 111e11~1m1Ctdut:>- pai·n 

: ·.· · .. ·. - ;,- ;- - -· 

.:eJo.rdr !'d r~~pu~·td--.'~·~~-fo~en&t1cd. -poniendo un espect.dl inter..S.t:1 

e.-~·- ld~_:vc1r_Íed~~ 'v~'~2~->·y~~~.qué -~º 'estü es :uonde- tie ·obtuvo ld, aeJor 

'' 

"-·"O;;--

,.·.,, --, 

Uur~a· .. ve~~-."~ú~· ,Y~_.'.~-~~.- ,~~,f¡·¡;¡~ Íñit1·-1a zona de crecimiento celular 

et:llOti abu 1 tam.ientos 

_tp_r·oeml>~ióne8-J _ :-.e~::~e~V~,-d1~·~· t:1ér dift:!renLes C:1urniue se encuentren 

ct:!rcd~10::/U11~~·:>d~~,:~ci't;~:~\:;:_~:Hto. ::;~ tfe debe •~s que nada c1 ld forma en 
\~----_~, -

que leti ilet:dii ·J9s ·~- 'ilutÍ-Hmtet1 y t:1obre toe.Jo el "' .... 
t;oiuu\Jel•d'.tJúti en ·é·st.:e.ca1:10 Yd tie está hdbldnliu d~ cult1voB que "" 

11~~Jr~-~:.~~·~\. 1L···~:;.:;;··:~dl'~<=L~·,-.rtit.icc1s mud1cts v~ce:,; t•pJc.lt!ll que Ht:! d.!; 1.111 

c1'~t..:¡~·1~1¡to ·"c~ÚJÍ1J1.- t:.'f1ú<Jo
0
por Jo ~unJ Jil ct-il.J·uct ui·c.. l:i~ Vd 
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1~rt.tJem10 con el t.'i"2-•P<> ,'·y eg J>Or __ eilo 4ue· es le; tiJX? .-de 
-.-- -:·. --._: .. · -,:-_ •'._:·:-" 

pr<>e11br ién 

1.4ue tm t!!ilt:!:.trdbajÓ t:ie--Íe.detugnó -Ue ti~:-
;.:. ' .· .. : ~ --.- ;_ 

nu "" el aSs 

dprop.iado Pdra twa~teriu ·a t~d-ta.ientos pos ter lorE""..S con el fin de 
~: <: .' ·:- ':~. - :-·~< 

p1·0µ.1C.ldr .su cr~iai'ent:u y ·su, addurdción. Otro· tlpo de proe.mbrl6n. 

convt:!:utenlt:!:,yd 4ue en ld!:J r~lt:!:mlJrgs posterioret:1 unicaaente crece 

tcoao H.l tuerd un cdllo pequ~oJ y nunca se diferencia. par 

coapieto par lo 4ue tampoco es conveniente para- los· fines que se 

1!1 l11-KJ de 1-'rot!llllr1611 que • .s~ conviene µara eatt .:ril.1' _es ·e-:1 -qU:e iue 

catalo~a.du coao 1..iµo 111,t!l cuctl 1:1e oblitme e11 •ayor-- ca11tidad -en 

el .111~10 Nbu. -=s. t:t:tll!- t.i110 dt! euLJ·ucluru 1:1e caracte1·!"ct por Ht!r 

coapdcta lo CUdl le conf.1ere ciertd resistencia a Jos caabiot» que 

e1:1to ld probdbill.dd<.J de que dichas estructur~s lleguen a ser 

eabrioue::1 soaiticos.Ade.a:Js tJe e:Jto, ol:rd razón ieportante por lo 

CUdl ::ie le!:i comHdet"d un buen 11dlerial. ~ que hdsta et1e •oaento 

n:l::ilo lleJ t:dllo. 

C8ldc.Jf::1t.1cdmt:Wlt! ::1e dett:r.u:.1116 que ex.tste u11d respuestd diferente 

lle los cultivos, uec1r, en el medio Hu. 5 lot:1 J..IJ'oen:L1·1011t!li ue 

pre!::ientdn cou aenos trecueni;i.d aientrde que en los cultivos que 

tu.~ en1..;uentran en •et.110 Nbt>. o:; t:iu~e lo c.;011tr.cu•itJ 0 eato 11ueut.1·a 

c.;Jd1·a11r::1tlt: la i11t Jue11<.:Ja 4ue t:l 11et.J10 L1e11e sol.Jt·tt luu cult1\loli.!:ii 

110010 Hn ~ cu11l1e11t:::!' •<::1yor Cd11l1tl.:td de CaCil (dOli 

•~~},y eu cUdHLo d ld tuenle e.Je NJ.tr~"igeno tnorg5nico en este aetl10 
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t:ie da en lordld t.le nitrdtO aienlras que en et .m.et.lio Nbo. <s est.u en 

for•a de aao1u.o. At.leai8 el aedio Rl'I. 5 t.ie11e una rue:nlt: de 

Nitr6geno orgj°1u.co que es el H.i.drol.i.zac.Jo de Cdsetnd.K::atas son solo 

dlgund~ t.literenc.i.aH entre dmboH llet..how. 'fdllb.l~n hdY que toaar en 

cuenta loa requeria1entos hormondles, en este CdSO solo se está 

adicionando 2,4-D en una concentrac.L6o de 0.5 ag/l lo cual hace 

J,>e:llHtn· que la a<.I.ici~ll de una ci t.ocl-lll.110 como lo µlallt.t:a 1.lu11can 

(1988}, puede mejorar la respuestd y dSÍ se increaente el n6mero 

de proembriones, es decir, lo que este autor plantea ea dar a1 

cdllo un trdtd11.iento con una concentrac.Lén bdja de auxü1d y AgN03; 

deHpót:i; de dicho t.ralttmiE:mt.o lott callos ttt: colocan en un medio 

adiciomu..lo de una c.Lt.ocilll.Ua, en e:t1le cttt10 el aut.or eJD.1'1ei:I HAP y 

con esto .i.ncrementd la respue~l:d. t.ltLmortogtm~su1 en ~us cultivo~ 

Nbo. '5, ¡.)or_ l.·~- q~~: ~~rI ~ -s~; que µara ex~rimeut.01::1 pot1t.eriol't:H, se: 

induzCa la formaci6n de Cdllo en mt!<lio R• y µo~t.eriorment.e- 1::1010_ -- se 

trabaje con el medio Nb y de esta manera definir que tan·-

couvenient.e e1::1 el empleo de ~t11.e 1Gediu para lograr uua buena., 

respuesta de •orfogen4sis en los cultivos y mSt:> espec{ ficamenté.en· 

la generdci·~n de embriones som~ticon. oe resultar lo plantéüd? 

dHLeriormente, se put::t.Jen llevdr estos cutti.vos d medio ltqú.ic.J,0.~Y 

lrav~s de .!'.:ste obtener c.J1chos enbr.lones so1d t.icos. 

Una vez que se logr·~ obLener proembr iones som \. t.icos, e.L 

PdSO tue prop.ic1dr Sll crecLm1ento, a1otLVO por el CUd.l 

-·._.;_·, 

S.íg-~i:~nl~·-. 

en·,-:·~~~~-

_.,. .--- ._-, --· 

de HdCdrosd· s.t~U.Lo ::uenuo de :r;c.. l>t!ro dhord se dd lc101l·~ · AliA :en· 111m · 
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c<J11ce11t.ración de U.5 •t:ll. est.o se hizo t.o•ando co•o reft:!rerlcia lo 

redlizddo por Close en 1987. quien desp(Jes de obtener e.mbrion~ 

ao•it..H.:os <Je aarz. µr~t:! a (..Jrol>ar varias co11ctmt.rac1oues de ABA 

pdra propi.c1ar su •ac.Juraci.én y ld concentración a!s favorable que 

encout.r6 fue la qut:! se eaµlea en est.e t.raUajo de t.esia. 

Aun4ue solo l:H! trdbdJ~ con los Cdllos a~s compactos y que 

presentdban las CdrdC ter l.S t.1.CdS eabriogén.icds. ld 

respuesta yue dichos cultivos presentaron. no fue el crecia1ento 

de los pr~•br.J.one::1 tu.no que se pre::sent6 un desarrollo de tejido 

va1:1cular que Uum se µodr! a cat.olo~or como alJerrc.mtt:!. AU11que la 

respuestd no fue 100 :i pareja, esta característica dé. 

v;u>cular.J.2dci.6n fue la que ds se hizo notar. 

Dicha caracter!stica se evaluó despu~s de que los callos 

fueron tratados con GA3, lo cual permot.ió definir de aaneri:I aS.H 

clara el efecto de los dos fitorreguladores y esto es porque 

exist..1eron t.rat.aaienlo!:I que i 11volucrC1.ro11 a eat.oH dos 

fJ.torregulacJores, a uno solo o bi.en d ninguno de los e.Jos. Así 

entonces al evaluar el desarrollo de tejido vascular, se define 

que lo!:i callos que 110 fueron t.ri:llétdos con ABA prese11U111 aeuot:> 

vnsculi:t.rJ. :t.csc1~511. t.csl e!:i el Ci:ISO del µr:uaer t!l'Upo ( <.:Ut1c..1ro 1 :l) Hl 11 

eml.Jdz·go, cui:111óo el cult1vo l1a pasado por U11 t.rC1.t.csa1e11t.o que 110 

lleva ABA y pu::;ter.J.ormente se somete a un trdtd11iento en el que el 

6nJ.co fltorregulu<lor 4ue se dd.l.cJ.ona es GA3 el de1:>arl'ollo de 

teJi.do vasculdr se manlf iesta en m~s del JO X de los callos. esta 

trdtda.1ento coao el que afs induce 

vasculdr.1.zdc.1i:.<n. Cabe mencionar que el lrdtamiento con GA~ se 

redliz.:S con ld f indl.lc.Jdd de propiciar la •aduraci.Sn de los 

~m1Jr1011es som.!:.LJ.cos.r:n los otr·os Lloi:; trdta•ientos (e/ABA Y c/GA.3. 
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e/ABA y s/GA3J !:ie olJL.1.e11e t.:s111Li.i9u que •~a cJt:: un 50 4 de .lo!i 

cultJ.voa preHenta11 VélSCUldrJ.zctci6n, pero estos porc'entaj'es 110 

logre1n dlCdll"dr al que preaentd el grupo 2. 

LO que se 111Lerµrela e.Je et:>lt.s ret:iµuest.él es que uo fue el aomt:-111..0 

ddecUddo en el det:>drrol!o de loa eabrJ.ones som~ticos pdrd 

tratarlos con estos dos f itorregule1dore, ya que en ninguno de los 

casoH be llegó a ol>tt:mer la resr.>ue.st.a etiVoeradet (c1·eciDrie1tto y 

maduraci61t del E::•Urióu a:om.& t.icoJ . .l::Ht.o i•1'licé1 que es necesario 

defJ.nir claramente el momento y la concentraci6n aUecudda de 

U.ichos fltorreguladores, que lleven a mejorar real•ente el proceso 

de eml.irio~E::J1~SJ..!::f t:Wm~t.ica e11 los cultivot:1 e.Je eall:IS t.1·tts Vlt1·i~acJe& 

de me1!z. 

Huy dpdrle de ld Vi::isculc2rü1:ación, CUdUdo los culti.voa se trc!tdroil 

con GAs, De obi:;ervó uu cü11Lio eu la co11.1::Jit:it.c11cia dtol calJCJ lJiU:S¿jUlJo 

a ser su•d.trte11te l>ofca, µocuH 1·uero11 loH callos que conE:Servarou !:iu 

consisl~HCJ.d orJ.~llldl (co•pdctdJ. Esto Último es 1.111porta11te e.Je 

.mencionar, ya que tuvo consecuencias muy ser 1cu:1 en el momento en 

t.1ue se t.1uizo i.nUucir la ger11J.nacién de los eabrioldes.E11to eB, 

cuamJo He hJ.zo una tercera sJ.em!Jrd en cdjas petr.t que con ten! dll 

me-dio ~MH , a pesar de 4ue soto 3e colocdron en dicho me.Jiu 

los callos de consJ.stencia compdcta, la respuesta (no se evalu6 

cudntltdt.lvamenteJ fu~ que no ocurrJ.•5 germinación alguna, lot:r 

Cdllos y embr.J.oJ.<JeH tanto en su crecimiento co•o en su aspecto 

tlt11co, no presentaron Cdml.Hu dlguno. AtJemíH de esto, lds 

consecuencJ.dS m~·.s .s~r.J.d:i t:1e presenldrun dl hdcer el dll~lJ.!·Us 

t11stuJ"t:~ic..:o deludo a qut:! lo!> cctllos 110 resistieru11 el trteldtalt!Hlo 

e.Je 1.J.jdclr5n y .mucho •euos ~1 de des11.1Ut·dLdC.J.~11 • .11otJ.vo por t!l cudl 

no t:ie llet:·5 a ofJtener cJts<Je ~l pu11Lo <Je vit:ilü hl.t>t.0J~i=1t;o •utstl"ll8 
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sufi<.:l.t!ll\.es <.J~ Lodo~ lot> cult.ivofj obteiúdos al 

experimento. 

111 

firnsl del 



Y. -CONCLUSIONKS 

-La variedad de aa!z que da mejores ref:lult.i::ld(.l!:I tm cuanto él la 

capac.iddd de toraaci•5n de Cdllo y producci&n del mismo fue 

Chalquef"ío en aed10 R.i y et:J vur ealo que He defiue como ld 

variedad de aeJor rendiaiento. 

-lU medio dt:! cul t1 vo 1u1H favoral.Jle para el 11ant.enimie11t.o y 

crec.iaiento de las variedades Chalquei'1o y H-135 es el N6z. 
'·. 

A•ba~ Vdrie<lades siguen el 11is11:0 patrén de cr_ecilaienl:.o 

durante todali las resiembras. 

-io;l medio de cultivo mtii; füvorul.Jle ¡Ji:lra· e)._ ul_!!rit.eS1ilii~~l'lÓ·". y 
-_' ,_, -·---.t..::c..-:0-=- E::.-,~,~ 

creciaiento de la Vdri~dd VS-22 es el R2 -\,~·~ ~qu~\:: e1' ~;~¿~;' 
-:;.>' 

aed.io t!e predenta el mayor crecimiento c~m_paÍ-~!1.d~~-°'· 9-_qn lai:i 

olrat1 dot:J vari.edadeH. 

-Kl cHllu del cual se µarle para 1.tmer 

eml>riog~nico debe t:1er cotaµact.o. de color 

p1gmenté:icaó11 Lll anca • de cr~iaiEmt.u lento',. 

Ull 

.:,:_:·.:~:---; ·.,: .. -·---- . 

>.~uÍiívu 

oµaco~ cou una 
'•·-e,.· 

et1truC.1.ur1"1 meute 

co11µlejo y que Bt:!é:i cavaz de mant.~ner i:IU µo~encilll de 

regeneracl.én. 

-Uua cu11ceut1·ac16H elev1;1da <Je HBCH.l"O!:>é:t tm el •t:!dio de 

cultivo, e$ muy l.mportdnte Yd <¡ue provoca ld Jlferenc1ac1:;.<n 

en el callo Ue reg.iont!t:I con cdracter!t:1l:l.ca::i meru1Leml.tl.Crlti 

etJt.1·uct.urbH 

proeabri.orn!t; y que fl1tdl11ente ddran origen d un eabr.Lén 

112 



soa1tico. 

-La ddici.ón <.le AgN03 es iaport.i:iut.e µara el cult.ivo. ya que 

provoca que en el cdllo se reafir•e aás esa consistencia 

coapacta y por lo tanto sean a~s evidentes los pequef'ios 

proeabrJ.ones en la superficie del cdllo. 

-El medio de cultivo Nbo . ., resulta ti:er máa favorable t..u.nlo 

para hacer dl Cdllo eabriog~nico coao para la foraaci.ón de 

proeabrione.s aoa~ticos. 

-En esta etapd de de~arrollo de los eabrlones soaiticoa. la 

at..llci~n de ABA y GA3 no ~8 convenient.e, µor lo t.a11t.o ru;: 

necesario definir el momento y además la concentración 

adecunda de estos fitorreguladoree para que se propicie un 

aeJoram1ento coao tal de este proceso aorfogenético en aa!z. 

-Los cultivos de ld varieddd VS-22 que fueron colocados desde 

la inducci611 <Je callo tiast.a el cultivo fiw:t.l en uedio N6 y 

que correspornJen dl trdtdm.iento Il (.!:S/ABA y H/GA3J ,Cut:!1•011 

los 6nicos en los que se present6 el d~arrollo de eabriones 

som5tico~. los cuales se identif!Cdron plenaaente a trdV~H 

<Je cortes histol1~gicos. 

-l>t! acuerdo con lo 01.Jte1udo en elite traO.:sJo. el eveuto 

morf"ogen6t.ico de iut.eÑH. tte dest:mca<Jeno U11E1 ve;,: que el 

callo se coloc6 en un aedio libre de f"ilorre~uladoreu. 
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-.Id auálit:t:is h1t>lulé'~i<.:o <Jt::: los cult1Vot> t:8 <Jt:::lt:r111111t11tt: f.Jéll'tt 

definir ld ocurrencia de un evento •orfogen~ti.co y de est:a 

for•d J.tlentificdr clara•ente d los embriones soai,tt.icos en un 

cultivo eabri.og+;oico. 

-Es necesarid ld elabordc.iÚn <.Je un protocolo e.Je trabajo que 

peral. ta realizar es tud10H con ..._{s precisión del proc~o <Je 

eabri.ogenésis soa!tica desde los puntos de vista biológico_ y 

bioqu{ ai.co. 
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HlcrofotografÍd 1.-E•brionea som{ticos en etapa globular, 

variedad VS-22, en tres eatd!os de 

desarrollo< 10 x). 

M.lcrot·otogrd!Ía 2.- bbrlones ::io•Atlcos en uu mayor aumento 

•ostrando: Tv tejido vascular, 

x = xilema. 

H.lcrofotot:raffd 3 y 4 - Embr.i6n t:i:omStico en etapa globuli::lr 

(1), acercamiento (160 xJque permite 

apreciar con 11.S.a deliE:tlle: Jo: = cpide1·111is, 

S = suspenaor 1 Tp = tejido parenqu.im~toao 

Hicrofotogra!fa 5 .-Proesbr1ón Hom.5.t.lco con un auaento de 

160 x, por lo cual se notd claramente: 

¡¡ ep1dermis, cm células con 

caracterfstlci::IH meristealticas 

H.tcrototo~rdf{d b - K•br.tones t:1om.íticot:1 en etdpa globuldr, 

el aU•ent.o aJ cual se e11cue11t.ra11 e 40>c J • 

per•ite apreciar g = epicJer.111.ti, 

S=suspent:sor 1 Tp= tejido pare11quiabitoso 

x =- xileaa. 
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HicrofotogrdfÍa 7 .- Muestra un corte longltÚdi1la.1 de una raíz 

(d) y un eabri.Sn soa.ític~ (b)'. 

th.crototografI d H.- Corlt! long.i.tuc.h.ndl de un t1oiaát.iCo 

(b) a mayor aumtmto (40_ X), lo cual 

permi.t.e apreciar: S: 1:1u!:l~U:for,1'tJ:le.;,icJo 

parenquimatoso, iv= teJ~do vascular. 
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Hicrofotograf!a Y.- Corte longitudinal de un eabri~n soa.ítico 

y una ra!z. En la ra!z podeaos apreciar: 

e:epider•is. ZJl:zona merist~tica. 

ca:caliptra. En el embrión soa~tico se 

no• clara•ente:E: epiderais 1 hv: haz 

provascular del eabrión. Tv: tejido 

vaHcular. 

Hicrofotograf!d 10.- Co11pdrdcJ.·!n de corte1 histoltSgicos: 

(AJ Corte longitudinal de un embri~n 

ao11.1t.ico olit.t!nido en el t:Xperiatmlo. 

(0) Corte longitudinal de un e•bri6n 

som~tico de bibliograf!a. 
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Hicrofotograf!a 11. -Col-luldS con cara e ter! a ticaH 

meriat.elaá licaB. las cuales coru:1t.i t.uyt:!ll a 

los eabriones soa~tico8 obtenidos, el 

auaento (160 X) peralte distinguir:pc=pared 

celular, c=ci t.oplatu1a 1 N=uÚcleo, 11=11ucleolo 

Hicrofot.ogr·af! a 12. ~ céluJ as et:i¡x.!c1al1:t.ndas foraim<Jo el 

teJ ido VClt:rcuJ ar. gracUU:ii al co1·t..e y al 

au•ento He aueatrd:cx= c~lulaa del ~ile.ma, 

L.•= ldm.111a aeJia,f= floe.ma, cp= c61ulaH 

parent.¡u.ima toti.is, ( "4U x J • 
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Hicrufotogrd!Ía 13.-Corte longitudJ.nal de una ra{z en el. que 

se puede aprecidr claramente Cdda una de 

sus part.ea :co = cofia, ca = calipt.i-a, 

za= zona aeristea1tica, pd=protoderais, 

za= zona de alargd•iento celular. 
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Figura 5. Desarrollo de un e mbrlcir cigót leo (mo nocotiledonea) 
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Globular 

Torpedo 

Acorazonada 

Apéndice del brote 

Protodermo 

Meri1temo fund•rnerttaJ 

Procambium 

Radícula 

Figura 6. Desarrollo de un embrión aomitlco Cdh:otiledonea) 
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cuadro / . :Indica los valores de apreciación para la inducción 

de callo. desarrollo de raiz y de pl~ntula en cada 

variedad~ 
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ViH Ü~;1d 

--. ,,· __ '·· -; .. 
;-.~11-~ J~~~~' H-1-:J~ 

lh Nb• 

9tl'..! Yll Ytl~ 100'..! 

1.1 l.:l, l.~ 

• iJ.iJ6 

cuac.irO-- 8---~· lnt.Jlca ~~_ren~Hmiento d~ cat.Ja uniÍ :ci~ l.ati varledad'es 

~lt dalJO!:i iae<Jios cte cu1tl\l'CJ. k':J t.ot.1sl tJt:! --eml;riu1;;.H 

133 



Medio e.Je Pará•eLro Pri•era 5"gunda Tercera Cuart.a 
cultivo resJ.eabra resiembra resiembra resiembra 

Variedad Chalquel'lo 

peso (g) 4.2b B.16 11.92 13.02 
x 0.85 1.16 2.38 2.6 

Rz % de in-
cremento Yl.54 179.B 205.b 
os 0.4592 0.7485 0.3470 

N6z peso (g) 3.93 21.49 42.BB 44.51 
i1 0.26 1.43 2.86 2.9& 

:11 de in-
cre•ento 446.B 991.0 1032.5 
D S 0.3787 0.8434 1.3590 

Variedad VS-22 

peso (g) 11.96 41. 75 73.0B 98.1 
'l! 0.60 2.9 3.66 4.9 

Rz X de iu-
cremento 249.1 511.0 719.B 
o s 0.7520 1.225.4 0.87Bb 

N&z ¡>etlO 11:1 13.0l! 38.42 45.45 61.3 
º'lr O.BJ 2.65 3.03 4.1 

~ de in-
cremento 194.9 249.1 370.B 
D S 0.5213 0.1870 0.5212 

Variedad H-135 

peso (g) 15. ·¡3 21.3\1 34.16 43.31 
x 0.58 o. ·¡9 1.27 1.6 

H• :11 de 111-
cremento 36.0 11'1.2 175.3 
D S 0.2755 0.3856 0.34/6 

N6z peso (gj 18.38 4\1. 76 13.\15 77.53 
x O.BB 2.37 3.5 3.7 

'X. «.Je in-
ere.en to l"/O. 7 302.3 321.B 
D S 0.4900 0.4920 0.21&/ 

Cuadro 9 Huestra el J.ncremento en el creci•iento del Cdllo 
lle las tres varJ.edades de aatz. durante cuatro 
resie.brds tanto en aedio Rz co•o en H62 
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5 
Incremento (g) 

fil!JR2 0H62 

2 

3 4 2 

No. d• resiembras 

GRAFICA !.CRECIMIENTO DE LOS 
CULTIVOS DE LA VARIEDAD CHALQUENO 
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6 
Incremento (q) 

2 

¡¡¡¡¡]R2 WN62 

3 4 l 2 4 

No. de resiembra 

GRAFlCA 2. CRECIMIENTO DE LOS 
CULTIVOS DE LA VARIEDAD VS-22 
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6 
Incremento (g) 

• a 
No. de resiembra 

GRAFICA 3.CRECIMIENTO DE LOS CULTIVOS 
DE. LA VARIEDAD H-135 
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en 18 'ei.tapa .1v. ya que al final ':de. éstase espera 

la presencia de re.gior-.~S embriogénica~. 

136 



ti . ·:valuación de la cantidad total de proembriones en 

cada medio de cultivo. 

tipo 1: consi s.t.enc1a vi seos.a y inuy hidratado 

tipo 2: consistencia friable pero no hidratada 

tipo 3: cons1stenc1a compacta 

139 



cuadr0 con vasculari.zac16ri en 

las cuales contienen medto adicionado 

de 0.5 mg/l de AGa. Estos callos fueron tratados 

previamente con ABA (0.1 M). 



Total ·de e 

callos 100 597 100 

Cuadro lJ . Evaluací6n visual de la apariencia del cal lo, la 

cual se realizó tomando en cuanta b.is1c:amente la 

consistencia. 
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