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I. RESUMEN. 

El objetivo fundamental del presente trabajo consistió en 

inducir el enverdeclmlento homogéneo y sincrónico así como el 

carácter fotomlxotróflco en callos de maíz (Zea mays L. J de la 

variedad vs-22, bajo diferentes condiciones hormonales y de fuente 

de carbono. Para ello se estableció un modelo consistente en una 

"capa delgada" de callo, sin la presencia de reglones 

organogénicas visibles (brotes), colocada sobre la superficie del 

medio y se evaluó el contenido de clorofl las totales, la 

proporción de clorofilas a/b, el desarrollo ultraestructural del 

cloroplasto. la presencia de la protreina RUBISCO (rlbulosa 

blfosfato carboxllasa-oxlgenasa) y su actividad enzimática de 

carboxllaclón, a los 7 y 12 días de exposición a la luz. 

Los resul tactos mostraron que el medio que contuvo clnetlna 

0.1 ppm, BAP 0.1 ppm y sacarosa 2X condujo a un mejor desarrollo 

de la blogénesls del cloroplasto. Aparentemente, el tipo y la 

concentración del azúcar empleados Juegan un papel importante 

junto con la composición hormonal en la formación de estos 

plastldlos. 

El sistema de cal lo "en capa", por enverdecer homogénea y 

sincrónicamente, constituyó un modelo útil para estudiar la 

biogénesis del cloroplasto; sin embargo, se logró un desarrollo 

que comprendió únicamente sus fases lnlclale.s. 

detectó la actividad enzimática esperada de 

De hecho, no se 

la RUBISCO, sino 

solamente la presencia de la proteína correspondiente. Se discute 

la probable causa de esta falla. 

De manera secundarla, se trató de establecer un cultivo "en 



placa" que involucró la disociación de las células de los callos 

en un cultivo en suspensión y que posteriormente fueron 

reorganizadas en un medio sólido como "placa". Este modelo pareció 

ser útil para realizar estudios de biogénesis del cloroplasto, 

pero mostró deficiencias metabólicas originadas probablemente 

desde el establecimiento de los cultivos en suspensión. 
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II. INTRODUCCION. 

Existen dos principales enfoques experimentales para 

estudiar la biogénesis del cloroplasto. El primero de ellos y el 

más frecuente consiste en permitir el desarrollo de plántulas en 

obscuridad completa por varios días sometiéndolas después a 

iluminación continua (Bradbeer, 1981). El proceso de 

enverdecimiento que se produce va en paralelo con la formación de 

los cloroplastos. Sin embargo, en este caso existe el 

inconveniente de que los cloroplastos surgen de organelos que 

ya presentan cierto grado de diferenciación: los etioplastos. En 

el segundo enfoque, las plantas en estudio crecen bajo un régimen 

determinado de horas luz-obscuridad cons1derando que aquéllas 

emergen del suelo bajo condiciones de variación diurna de luz 

(Leech et al,1973), por lo cual este constituye un sistema natural 

del desarrollo del cloroplasto en el que este arganelo puede 

estudiarse desde la etapa de proplastidio aprovechando el 

gradiente en edad celular que presentan las hojas de plantas 

monocotiledóneas, de la base a la punta. A pesar de que la vasta 

información que se ha generado con ambos enfoques es muy 

interesante, d!f!cilment~ permite integrar un esquema completo del 

desarrolla de la maquinaria fotosintética del cloraplasto, 

debida a que los repartes existentes provienen de una variabilidad 

grande de modelos: hojas con caracteres metabólicos de tipo C3 ó 

de C•, diferentes segmentos de hojas (edad de las células) y 

diferentes condiciones ambientales (Crespa et al.,1979; Robertson 

y Laetsch,1974; Bradbeer,1981). 

El cultivo ln vltro de células vegetales, ya sea en forma de 
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callo o como cultivo en suspensión, proporciona también otro 

sistema para el estudio de la biogénesis del cloroplasto, ya que 

al estar constituido por un conjunto de células desdiferenciadas, 

puede inducirse su diferenciación bioquímica a través de 

manipulaciones de factores químicos (hormonas, fuente de carbono) 

y físicos (luz, calor). Aquí el proceso ocurre a partir de 

proplastidios por lo cual en este sistema se puede analizar la 

biogénesis del cloroplasto desde su origen. Además, el modelo 

permite real izar manipulaciones genéticas en las células y en 

estos organelos e intentar regenerar plantas transformadas a 

través del proceso de organogénesis. 

Las células de los cultivos fotomixotróficos poseen la 

capacidad de sintetizar c loroflla, desarrollar cloroplastos, y 

asimilar C02. pero su crecimiento sostenido depende del 

sumlnl stro exógeno de azúcares como fuente de carbono (Nagai et 

al., 1989 ). Este estado metabólico permanente de los 

cloroplastos es por lo tanto comparable al de una hoja en 

desarrollo, hasta el momento en que ésta deja de importar 

productos fotosintéticos (Turgeon. 1989). En cambio, las células 

de los cultivos fotoautotróficos, por no requerir de un 

suministro de fuente de carbono adicional al C02 ambiental para 

poder crecer, mostrarían un estado metabólico semejante al de una 

hoja madura (Turgeon, 1989). 

Es importante resaltar que la mayoría de los cul U vos ln 

vltro fotoautotróficos que se han estudiado derivan de plantas CJ 

(Neumann y Bender, 1987). Probablemente el fracaso en el 

establecimiento de cultivos fotoautotróf1cos y el éxito parcial 

en el de los fotomixotróficos de plantas C•, se debe en parte a 

4 



que el metabolismo del carbono en sus cloroplastos es bastante 

más complejo en relación al que presentan los cloroplastos de 

plantas C3. Es importante considerar también que en los cultivos 

ln vltro no existe la presencia de un órgano demandante al que se 

transloquen los fotosintatos formados, lo cual debe tenerse en 

cuenta en el equilibrio metabólico que se espera obtener al 

tratar de establecer cultivos de tipo fotomixotrófico 

y fotoautotrófico. 

Por otra parte, las células que constituyen a los callos 

tienen la desventaja de recibir los nutrientes y hormonas en 

forma de gradiente, que se da en mayor concentración en la zona de 

contacto con el medio de cultivo y disminuye de ah! hacla la 

superficie del callo. Además, por ser los callos de estructuras 

irregulares, sus células no enverdecen de manera slmul tánea 

cuando son expuestos a la luz. Esto probablemente 

también se debe a que las células que los constituyen 

son metabólicamente heterogéneas por lo que su respuesta a 

inductores de la biogénesis de los cloroplastos no puede ser 

sincrónica y homogénea. 

Dentro de este contexto y en base a la importancia de lograr 

un cultivo ln vltro de maíz, planta de metabolismo tipo C4, 

que permita el estudio de la diferenciación y desarrollo de 

cloroplastos desde su origen, en el presente trabajo se 

establecieron los siguientes objetivos generales: 

1. Lograr la obtención de un cultivo ln vltro homogéneo de 

células de maíz, de grosor y superficie uniformes, que enverdezca 

sincrónicamente y que adquiera el carácter fotomixotróf ico. 
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2. Aportar conocimiento acerca de los eventos bioquímicos que 

ocurren durante el proceso de biogénesis del cloroplasto en este 

sistema. 

Como objetivos particulares se establecieron los siguientes: 

1. Establecer un modelo de cultivo in vltro de callos de 

maíz, en forma de una 11 capa delgada" uniforme, sobre la superficie 

del medio sólido (sistema AJ. 

2. Determinar en los cultivos del sistema A, el efecto de los 

siguientes factores sobre el enverdecimiento sincrónico y el 

proceso de biogénesis del cloroplasto: tipo de hormonas, luz 

(intensidad luminosa) y fuente de carbono. 

3. Estudiar los siguientes parámetros durante el proceso de 

diferenciación del cloroplasto, en el sistema A: 

a) el contenido de clorofilas totales. 

b) l~ relación cuantitativa de las clorofilas a/b. 

c) la presencia de la proteína RUBISCO (ribulosa bifosfato 

carboxilasa-oxigenasa). 

d) la actividad de la enzima ribulosa bifosfato carboxllasa. 

e) la ultraestructura del cloroplasto en desarrollo. 

4. Establecer un modelo de cultivo in vitro de células de 

maíz, más homogéneas en tamallo que el sistema A, proveniente 
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de células disociadas en cultivo en suspensión y colocadas 

en forma de "placa" sobre la superficie del medio s6lldo 

(sistema B), para su eventual utilización en estudios 

de enverdecimlento. 
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III.ANTECEDENTES. 

III.1. Vía C• de fijación del carbono. 

Hasta el afio de 1966 se sabía que la vía por la cual el 

bióxido de carbono era fijado e incorporado en azúcares en todos 

los organismos fotosintétlcos, era la vía del "Ciclo de Calvln" o 

"Ciclo de Reducción del Carbono Fotosintétlco" (CRCF) y a las 

plantas que en ellas ocurría se les llamó plantas CJ (Robinson y 

Walker, 1981). Sin embargo, después de ciertos estudios se llegó a 

la formulación de una nueva vía de fijación, la vía C•, en la cual 

el C02 queda primero incorporado en un ácido de cuatro carbonos y 

subsecuentemente en el C1 del 3-fosfogllcerato, como sucede en el 

CRCF (Hatch et al.,1967). 

La vía C• de fijación del carbono consiste en tres pasos 

principales los cuales ocurren en dos tipos de células y en más de 

un compartimiento celular: a) carboxllación para dar ácidos de 4 

carbonos en las células del mesófilo, b) descarboxilación del 

ácido de 4 carbonos en las células de la vaina del haz vascular y 

donación del C02, con algunas diferencias en los patrones de 

descarboxilación 5egún la especie y el fijación a través del ciclo 

CRCF en el cloroplasto de las células del haz vascular (Edwards y 

Huber, 1981). La relación entre ambas vías de fijación en plantas 

C• se muestra en la figura !. 

II l. 2. Tipos de plantas C•. 

Existen tres grupos basados en los diferentes mecanismos de 

descarbox1lac16n que actúan sobre los ácidos de 4 carbonos 

formados en las células del mesófilo (Hatch et al.,1975), 

8 



CELULA DEL MESOFILO. 

citosol 

cloroplasto 

C02 + H20· -4 H+ + HC0-3 

l PEP.; PEP 

™D-,~ AMP + "'i Pi ATP + Pi 

aspartato , OAA - -)OAA C3 

·~ ~NADPH 
NADP 

~ 
malato ~ malato 

,, 

CELULA DE LA VAINA DEL HAZ VASCULAR 

cltosol 
,¡, 
C4 

cloroplasto 

)C• 

"' 
)C3 

JI 

almidón~ 
·~ RuBP 

~ 3-PGA 

DHAP/ 

sacarosa <- DHAP ..., 1 

Figura 1. Esquema simplificado del flujo de carbono en el ciclo 

C4 de fijación del C02. (Modificado de Edwards y Huber, 1981). 
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a) Tipo enzima mállca dependiente de NADP (E.H.-NADP). En este 

grupo de especies C,, el malato se forma en las célula" del 

mesófl lo y se transporta ha,cla las células de la vaina del haz 

vascular en cuyos cloroplastos se descarboxlla por una enzima 

mállca dependiente de NADP. En esta reacción se crea un poder 

reductor (NADPH) y el C02 que también se forma, se utlliza en el 

CRCF en tanto que el plruvato regresa a las células del 

mesófllo para regenerar fosfoenolplruvato. 

ilustra en la figura 2. 

Lo anterior se 

A este tipo pertenecen, entre otras. las siguientes 

especies: Zea mays, Sorghum blcolo1·, 

sangulnalls, algunas de 

Saccharum orrlclnarum y 

Dlgltarla 

particular 

al., 1975). 

atención por su 

las 

importancia 

cuales 

agrícola 

recibido 

(Hatch et 

b) Tipo enzima mállca dependiente de NAO (E.H.-NADJ. Este 

sistema descarboxilante está caracterizado por el paso del 

aspartato de las células del mesófilo a las mi tocondrias de las 

células de la vaina, en donde se convierte en oxalacetato, luego 

en malato y y este se descarboxila por una enzima málica 

dcpendiénle de NAO. El C02 pasa de la mltocondria al cloroplasto 

y el plruvato sale de ella al citoplasma y regresa al mesófilo 

como alanina. Esto se muestra en la figura 3. Panlcum 

mlllaceum, Portulaca oleracea, Amaranthus retroflexus y Atrlplex 

sponglosa son algunos de los representantes de este tipo de 

plantas C• (Hatch et al., 1975). 

c) Tipo fosfoenolplruvato-carboxlclnasa (PEP-CI;:). Como las 

10 
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Citoplasma de la célula de la vaina del haz vascular. 

malato 

"' 
. 

cloroplasto 

E.M.-NADP 

célula del mes6filo 

almidón 

sacarosa 

Figura 2. Reacciones de la vía C4 de la fotosíntesis, en las 

células de la vaina del haz vascular en especies C4 del subgrupo 

enzima mállca dependiente de NADP ("tipo E.M. -NADP). Fuente: Hatch 

et al., 1975. 
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Citoplasma de la célula de la 

vaina del haz vascular. 

cloroplasto 

almidón 

C~E>(:··ro·· 
coz 
'"' 

mltocondria 

L-l•t• 
-~ 

::. =:> f 
plruvato OAA 

l e glutamato J r 2-oxog!utarato 

alanlna 1 aspartato 

.~ 
célula del mesóf llo 

Figura 3. Reacciones de la vía C• de la fotosíntesis, de las 

células de la vaina del haz vascular en especies C4 del sugrupo 

enzima málica dependiente de NAD ("tipo E.M.-NAD"l. Fuente: Hatch 

et al., 1975). 
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plantas del tipo anterior, éstas también poseen una 

aspartato aminotransferasa en las células de la vaina, aunque 

localizada en citoplasma y no en mitocondria. Además, el 

oxalacetato es directamente descarboxilado por la fosfoenol 

piruvato-carboxicinasa a expensas de ATP y el C02 difunde al 

cloroplasto.Aqu! también es la alanina la que sale de las 

células para regenerar PEP en la vaina , como se aprecia en la 

figura 4 . Algunas d<o las especies de este tipo de plantas son: 

Panlcum maJCi111Jm, Chlorls gayana y Sporobolus flmbrlatus (Hatch 

et al., 1975). 

III.3. Desarrollo de la anatomía Kranz. 

En plantas C• monocotiledóneas y dicotiledóneas, el sistema 

vascular es una red alrededor de la cual dos tipos de célulall 

fotosintéticas estan arregladas en un patrón conocido como 

anatomía Kranz que consiste en una o dos capas de células que 

rodean al haz vascular (células de la vaina del haz vascular) las 

que a su vez están rodeadas por otra capa de células, las del 

mesófllo (Laetsch, 1974). Como las hojas de las plantas C• están 

muy vascularlzadas, sus venas están frecuentemente separadas por 

tan sólo cuatro células fotosintétlcas: contiguas a las venas, 

se encuentran las células de la vaina y, entre éstas, dos células 

del mesófilo. Además, pueden existir espacios intercelulares 

(Brown, 1975). 

Las células de la vaina del haz vascular tienden a ser 

cilíndricas, grandes, de pared gruesa, acumulan almidón y tienen 

numerosos cloroplastos los cuales pueden presentar una 

distribución centrífuga, centrípeta o uniforme en el citoplasma en 
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Citoplasma de la célula de la 

vaina del haz vascular. 

cloroplasto 

1 
piruvato mitocondria 

1 

~ glutamato ~ 
~ 2-oxogl!tarato _,/ 

'11 
alanina 

célula del mes6f llo 

al11id6n 

ADP+¡ 

ATP.,/ 

OAA 

r 
aspartato 

Figura 4. Reacciones de la vía C• de la fotosíntesis, en las 

células de la vaina del haz vascular en especies C• del subgrupo 

fosfoenol piruvato carboxiclnasa ("tipo PEP-CK"). Fuente: Hatch et 

al.,1975. 
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relación a las venas contiguas de las células en que se 

encuentran. En las plantas del tipo E.H.-NADP se encuentran 

orientados centrífugamente y son agranalea, en las del tipo 

E.M.-NAD, centrípetamente y, en las del tipo PEP-CIC, distribuidos 

por todo el citoplasma. Se desconoce la import.ancia de tales 

arreglos. Las células del 

apariencia a las células del 

mesófilo son similares en 

clorénquiaa de plantas C3 con 

abundantes cloroplastos granales y generalmente 

En general, existe un menor número de células 

que de células del mes6filo (Laetsch, 1974; 

La figura 5 muestra la anatomía Kranz. 

sin almidón. 

de la vaina 

Brown, 1975). 

Las hojas de las plantas C4 son órganos que derivan de dos 

(monocotiledóneas) o tres capas (dicotiledóneas) más externas del 

meristemo apical del tallo. Las divisiones celulares en el 

primordio foliar son primariamente anticlinales, de manera que las 

células resultantes de la capa más externa (Ll) del ápice, forman 

la epidermis de la hoja en tanto que las células resultantes de 

las capas subsuperficiales (L2 y L3) forman el mes6filo, a partir 

del cual surgen los meristemos del procámbium que originarán al 

sistema vascular (Nelson y Langdale,1989). Existen datos que 

involucran a los reguladores del crecimiento, particularmente 

particularmente auxinas, en la diferenciación vascular pero se 

sabe muy poco acerca del inicio de las divisiones celulares 

localizadas que dan a las venas una posición discreta 

(Aloni,1987). Las células derivadas de la capa Ll que forman la 

epidermis, generan "células acoapaftantes" fotosintéticas pero 

también pueden dividirse pe1·icllnal111ente y generar c6lulas 

que se diferencien coao c6lulas fotosintéticas del mesófilo 

15 



Figura S. Fotomicrografía al microscopo de luz (1397 X) mostrando 

la anatomía Kranz de una hoja de Pennisetum americanum, planta C4, 

en sección transversal. (E) epidermis, (TVl .. tejido vascúlar, (VV) 

celulas de la ".aina del haz .vascular, (M) células dél mesófilo. 

Tomado de: Black et; aL; 1987;' 
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(Nelson y Langdale,1989). 

Las células de la vaina vascular pueden surgir de dlvlslones 

en el procámblum o de dlvlslones en el mesóf llo. En el caso de las 

plantas del tipo E.M. -NADP, éstas tienen siempre una sola vaina 

rodeando al haz y parece que se derivan del procámblum 1 mientras 

que las plantas del tipo E. H. -NAO y PEP-CK exhiben una doble 

vaina. La vaina interna, la cual no es fotosintética, deriva del 

procámbium pero la externa que sí es fotosintética, deriva de las 

células del mesófilo (Nelson y Langdale,1989). 

III.4.Biogénesis del cloroplasto. 

El conoclmlenlo actual de la blogénesls del cloroplasto ha 

derivado de dos modelos experimentales. En el primero, las 

plántulas crecen en condiciones de obscuridad por varios d!as y 

después son irradiadas continuamente con lo cual se provoca su 

enverdeclmiento y formación de cloroplastos. No obstante, cuando 

se aplica la luz el proceso parte de un organelo con cierto grado 

de dlferenciaclón: el etloplasto (Bradbeer,1981). En cambio, en el 

segundo modelo la biogénesls del cloroplasto se estudia a partir 

de organelos no diferenciados: los proplastidios, ya que en este 

caso las plantas se desarrollan en condiciones de variación 

luz/obscuridadde luz y esto representa una situación que 

refleja con mayor fidelidad los procesos que ocurren de manera 

natural en la hoja (Leech.e! al,1973). 

En monocotiledóneas, el merlstemo basal genera filas de 

células que permanecen alineadas de la base de la hoja a la punta. 

La diferenciación celular procede en una dirección baslpétala. Las 

células localizadas hacia la punta son las más maduras y contienen 
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fotosintéticamente desarrollados cloroplastos 

mientras que las células localizadas hacia la 

presentan y cloroplastos 

desarrollo (Hiranda,1981). 

en estadios 

por completo, 

reglón basal, 

tempranos del 

En las células de los meristemos foliares los plastidios 

existen en la forma de proplastidios que son organelos esféricos 

no diferenciados de O. 5-1. O µm de diámetro y que normalmente 

tienen un origen materno durante la formación del cigoto. 

Prácticamente no tienen membranas internas aunque sí bajas 

cantidades de DNA, 

(Mullet, 1988). 

RNA, ribosomas y proteínas solubles 

Utlilizando la segunda hoja de plantas de maíz (Leech et 

al., 1973) se observó que entre los O. 4 cm a partir de la base, 

existen proplastidios con diferentes grados de complejidad. Justo 

en la base, sus perfiles son de 1.5 a 2.0 µm de largo y 0.5 a 1.2 

µm de ancho. La mayoría tiene un pequeflo cuerpo prolamelar y unos 

pocos grana con uno o dos compartimientos. Entre los 2 y 4 cm de 

la base de la hoja, los proplastidios miden aproximadamente el 

doble en longitud y ancho en relación a su conformación inicial. 

Aunque los cuerpos prolamelares siguen estando pn:sentes, ahora 

son más pequeflos y varios grana presentan de cuatro a seis 

compartimientos. Además, en esta región los plastidios se empiezan 

a dividir. En una zona distal (5-6 cm a partir de la base) la 

diferenciación en cloroplastos granales del mesóf!lo y agranales 

de la vaina del haz vascular, toma lugar. Ambos tipos de 

plast!dios son slmllares en forma y tamaflo con un ancho de 

alrededor de 2 µm y cerca de 4 µm de largo. Ya en la sección de 

la punta de la hoja, todos los cloroplantos estan más grandes 
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que en la sección precedente. Los cloroplastos del mesófilo 

son más complejos en estructura y composición grana! 

ocurriendo lo contrario en los de la vaina del haz, que 

ahora están muy elongados y con forma de cono en los extremos. 

Durante el crecimiento de la hoja en la obscuridad 

(Bradbeer,1981), los proplastidlos se transforman en etioplastos, 

cuyos rasgos prominentes son los cuerpos prolamelares que 

consisten en una rejilla regular de túbulos; éstos contienen 

lípidos y proteínas que son reserva de materiales para la 

formación de los t1 lacoides. Los túbulos del cuerpo prolamelar 

están conectados a un número de protl !acaldes perforados. Los 

etioplastos de maíz son dimórficos (Ruffer-Turner et al., 1984). 

Los del haz de la vaina contienen varios cuerpos prolamelares y 

los protllacoides están orientados como haces paralelos; en 

contraste, los de las células del mesófilo contienen cuerpos 

prolamelares grandes ubicados en el centro con los protllacoides 

orientados irregularmente. 

Al transferir las plántulas crecidas en obscuridad a 

iluminación continua (Bradbeer,1981), los cuerpos prolamelares 

pierden su apariencia regular cristalina y rápidamente pierden su 

volumen aumentando las membranas de los tilacoides. En los 

cloroplastos de la vaina del haz la formación de novo de 

tilacoides se completa entre las 12 y 24 horas después del 

comienzo de la 1luminac1ón, en tanto que para las del mesóf1lo 

hasta las 72 horas. Estas respuestas se han observado al crecer 

plántulas de maíz en la obscuridad por 14 días y luego iluminarlas 

con luz fluorescente (63 µE.m" 2.seg"1). Bajo estas condiciones 

también se observa que los cloroplastos de la vaina del haz 
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vascular son casi completamente agranales en tanto que los del 

mesófilo san granales (Ruffer-Turner et al.,1984). 

En cebada (Robertson y Laetsch, 1974), durante la transición 

de etioplasto a cloroplato, coma en la transición de proplastidio 

a cloroplasto, también ocurre un aumento en el tamafto y número de 

plastidios, independientemente del grado de desarrollo del 

etioplasto. El aumento puede ir de 10 proplastldios en células 

meristemáticas a 65 cloroplastos en células maduras del mesóf ilo. 

Además, parece que el n<unero de cloroplastos por célula aumenta 

proporcionalmente con incrementos en el tamafto de ésta, ocupando 

una proporción constante de la misma. 

Se ha señalada que el incremento en volumen de los 

proplast1dios puede ser de más de cien veces y en células maduras 

del mesófl lo los cloroplastos pueden explicar un gran porcentaje 

del volumen citoplásmico. El aumento de volumen en los plastidios 

provendría de la acumulación de proteínas, lípidos y cofactores 

requeridos para la fotosíntesis y derivados de un número de vías 

blos1ntéticas activadas durante la biogénesls del cloroplasto. En 

monocotiledóneas, en general, el aumento del volumen 

de los cloroplastos sigue una cinética sigmoide que al final decae 

durante la senescencia de la hoja (Hullet,1988). 

Existe un gran número de macromoléculas que se sintetizan y 

acumulan durante la biogénesis del cloroplasto, las cuales 

intervienen en las reacciones obscuras o en las luminor:as de la 

fotosíntesis. Hayfield y Taylor (1984) analizaron la aparición de 

proteínas relacionadas con los eventos fotoquímicos de la 

fotosíntesis en la tercera hoja en desarrollo de maíz crecido bajo 

fotoperlodo y encontraron que las proteínas del complejo 
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proteína-clorofila cosechador de luz del FS II, las proteínas del 

FS que se unen a las clorofilas, la subunidad alfa del factor 1 

de acoplamiento de la ATPasa, la plastocianina y la 

ferredoxina-NADP reductasa, están presentes en la base de la hoja, 

es decir en los proplastldios y se acumulan rápidamente en las 

células de las zonas media y distal de la hoja (cloroplastos en 

desarrollo). Ya que las clorofilas a y b también mostraron el 

patrón anterior de aparición a lo largo de la hoja, los autores 

sugirieron que ambos fotosistemas y fotofosforllación estarían 

activos desde la fase de proplastidio. De hecho se sabe (Downton y 

Pyliotls, 1971) que durante el desarrollo temprano de la hoja de 

maíz crecido en fotoperiodo, ambos tipos de cloroplastos presentan 

actividad de F'S II y que aproximadamente a los cuatro 

días de edad, ésta desaparece concomitantemente con la pérdida de 

grana en los cloroplastos en la v;;ina del haz vascular. Mientras 

que los tilacoides de los cloroplastos de las células del mesófilo 

tienen todas las proteínas y pigmentos necesarios para el 

funcionamiento del transporte de electrones fotosintético y de la 

fotofosforilación, los tiiacoides de los cloroplastos de la vaina 

del haz contienen el complemento total del F'S I y cltocrorno f, 

pero son def !c!entc:: an FS I i. el complejo asociado LHCP y el 

cltocromo b 559 (lloo et al., 1970). 

Konis et al (citado por Ruffer-Turner et al., 1984) 

describieron que en hojas de maíz en enverdecimiento, el 

desarrollo del F'S no está relacionado con la velocidad de 

síntesis de clorofila en tanto que el desarrollo del FS Il se 

reduce cuando la síntesis de clorof lla se inhibe. La proporción de 

actividades de FS I a F'S II en cloroplastos de la vaina del haz 
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vascular 

mesófllo. 

maíz en 

fue de 95 y tan sólo de 

Analizando la aparición de 

enverdeciemlento, Horváth 

6 en cloroplastos 

clorofilas también 

et al (revisado 

del 

en 

en 

Ruffer-Turner et al. , 1984) encontraron que la acumulación de 

clorofila 

bajas en 

mesófllo; 

total se detiene más pronto y a concentraciones más 

cloroplastos de la vaina que en cloroplastos del 

además, los primeros tienen una proporción de 

clorofila a/b mayor a 5 y los segundos una proporción 

cercana a J. 

Baker y Leech (1977) encontraron actividad de ambos 

fotosistemas en la sección basal de la primera hoja de maíz, en 

condiciones de fotoperiodo. Sus resultados indican que el aparato 

cosechador de luz se va haciendo más eficiente durante el 

desarrollo del plastidio debido a un incremento en el tamaflo de 

las unidades fotosintéticas. También encontraron que el desarrollo 

del FS I se completa antes que el del FS II y que la capacidad de 

desprendimiento de 02 durante la biogénesis del cloroplasto puede 

correlacionarse con una fusión incrementada de los tilacoides. 

Experimentos en plantas etloladas corroboraron la úlllma 

afirmación. Robertson y Laetsch (1974) determinaron que en hojas 

de cebada transferidas de la obscuridad a la luz, las regiones 

más Jóvenes requieren periodos más largos de iluminación a 

fin de iniciar el dcsprendi1niento de 02 y que las regiones 1nás 

maduras de la hoja, tienen una capacidad fotosintétlca mayor a 

cualquier 

anterior, 

02 se 

empalmados. 

tiempo de iluminación. Como en el trabaje 

se encontró que la oxidación del agua para producir 

correlaciona con la cantidad de tllacoides 
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Diferentes estudios a nivel molecular han originado 

conocimientos que permiten entender porqué determinadas 

actividades fotosintétlcas surgen en tiempos definidos. Llveanu 

et aJ (1986) demostraron que los tres polipéptidos extrínsecos del 

FS 11 relacionados con el desprendimiento de 02 están presentes en 

hojas etioladas de espinaca en cantidades relativamente altas, en 

tanto que otros tres polipéptidos (34,33 y 32 kDa) también 

relacionados con el FS II, están ausentes y que el tejido 

necesita más de seis horas de iluminación para que estas proteínas 

aparezcan. De manera interesante, se observó una correlación entre 

el inicio de la actividad de desprendimiento de 02 y la 

acumulación dependiente de luz de los polipéptidos arriba 

mencionados (Liveanu et aJ.,1986). 

Se sabe (Henningsen y Boardman, 1973) que algunos componentes 

del sistema de transporte de electrones fotosintético tales como 

el tocromo bGS9LP' el tocromo bs6J el tocromo f y plastoclanlna, 

están presentes en etioplastos y que su nivel aumenta con la 

luz, especialmente el de la plastocianina. Sin embargo, otros 

componentes como el complejo clorofila-proteína P700 y el 

cltocromo bSsoHP se forman después de la iluminación. Los 

componentes inducidos por la luz se ensamblan junto con los que 

existen desde el periodo obscuro para formar el sistema de 

transporte de electrones completo, durante el enve,rdecimiento. En 

el caso de la cebada (Ohashi et aJ. , 1989) durante la transición 

etioplasto-cloroplasto, la actividad del FS 1 aparece primero que 

la del FS II y está asociada a la producción del complejo 

proteína-clorofila P700. A las dos horas de iniciada la 

iluminación, la ferredoxina se reduce por el FS I y sólo hasta las 
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cuatro horas el NADPH puede formarse. Este último proceso está 

relacionado con la aparición de una alta actividad de ferredoxina 

NADP reductasa y acumulación de las clorofilas a y b así como con 

una poza funcional de plastoquinona (considerada como la molécula 

que une la actividad de ambos fotosistemas). 

Aunque Grebanier et al (1978) y Klein y Mullet (1986) no 

trataron de relacionar la presencia de ciertas proteínas con 

alguna función fotosintética, sus resultados son relevantes en el 

sentido de describir qué moléculas ya están sintetizadas en 

etioplastos y cuáles se sintetizan durante el enverdecimiento de 

la hoja. Analizando fracciones mcm~ranalcs, los pr !meros 

identificaron 25 bandas de pollpéptldos provenientes de cuerpos 

prolamelares y protilacoides de etioplastos. Sin embargo, los 

tllacoides de los cloroplastos presentaron 23 de las 25 bandas 

anteriores más otras 6 bandas cuya síntesis es dependiente de luz. 

Entre éstas últimas hay 3 que corresponden al complejo LHCP. En 

realidad, sus respectivos RNAm están presentes en hojas etioladas 

aunque en bajas cantidades (Thompson et al.,1983) siendo la luz lo 

que aumenta la actividad de su transc•ipción. 

En etloplastos de cebada (Klein y Hullet,1986) como en los de 

maíz (Rodermel y Bogorad,1985) se han identificado bandas 

proteicas como las subunidades alfa y beta de la ATPasa de 

cloroplastos¡ sin embargo, están ausentes dos proteínas del FS II 

(47 y 43 kDal y dos del FS (68 y 65 kDa) as! como otras 

proteínas de peso molecular de 32,23 y 21 kDa En los cloroplastos 

de maíz las proteínas que se unen a la clorof lla del FS I se 

sintetizan como consecuencia de una transcripción estimulada por 

la luz, pero en cebada se sintetizan sin que ocurra un aumento 
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paralelo en los transcritos correspondientes, indicando una 

regulación postranscripcional. La formación de clorofila a partir 

de protoclorof ilida, en cambio, si aumenta paralelamente con los 

cambios en cantidad de dichas proteínas. Por lo tanto, parece que 

existe una síntesis concertada entre los componentes del complejo 

proteína-clorofila del FS l. Este modo de regulación es apoyado 

por los resultados de Martineau y Taylor (1985). Ellos analizaron 

la expresión de diferentes genes que codifican para proteínas 

relacionadas con la fotosíntesis. Encontraron que la acumulación 

de las proteínas del complejo LHCP no era paralela con la 

aparición de sus respectivos RNAm. De hecho, en la base de la 

hoja de maíz, existen estos RNAm asociados a polirribosomas y los 

polipéptidos no están presentes, indicando que hay una inhibición 

traduccional o un alto recambio de las proteínas. 

En otro estudio con cebada (Krupinska y Apel, 1989) se 

encontró que la síntesis , dependiente de luz , de diferentes 

proteínas codificadas en el genoma de cloroplasto no ocurrió 

debido a un aumento en la transcripción de los genes que 

las codifican. Esto confirma diferentes modos de reg1J!ación da 

la expresión génica involucrados en el control dependiente de 

luz de la transformación etioplasto-cloroplasto. 

Otro de los aspectos arduamente 

biog6nesis del cloroplseto, ha sido 

relacionadas con las vías CJ y C4 

Estudios con hojas completas (Crespo, 

investigados durante la 

la aparición de enzimas 

de fijación del carbono. 

et al,1979) demostraron 

que la aparición de las enzimas de la vía C4 varió en las hojas 1 

a 5 de plántulas de maíz. La hoja fue más CJ mientras 

que la hoja 5 fue completamente C4. Hoore et al (1986) 
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mostraron que el uso de los esquemas C• y C3 var16 de hojas 

Jóvenes a hojas maduras y a hojas senescentes de la m1sma planta. 

M1randa et al (1981) 1nd1caron que la vía C• aparece a un t1empo 

cons1stente con la madurez de la anatomía Kranz y sug1r1eron que 

el uso exclus1vo de la vía CJ puede ocurr1r prev1o a la 

d1ferenc1ac1ón completa de d1cha anatomía y de la vía C4. 

Explotando el grad1ente de edad que se da durante el 

desarrollo de hojas de plantas monocot1ledóneas, Mayf1eld y Taylor 

(1984) establecieron que en el tej1do basal de la tercera hoja de 

maíz no ex1ste todavía la capacidad de f1Jar el C02 porque ni la 

PEPCasa ni la RuBPCasa están presentes, además de que no se 

detectaron estomas funcionales. Sin embargo estas dos enzimas, así 

como la p1ruvato d1cinasa, fueron detectadas en una pos1c1ón de la 

hoja donde la anatomía Kranz es evidente y los esto1nas 

func1onales. En contraposición, Dean y Leech (1982) y Viro y 

Kloppstech (1980) reportaron respectivamente que en trigo y 

cebada, plantas CJ, la RuBPCasa está a n1veles relativamente altos 

en la sección basal, pero Martineau y Taylor (1985) reportaron 

que los RNAm de la PEPCasa y de ambas subunidades de las 

RuBPCasa están presentes desde la base de la hoja de maíz y que 

sólo el aumento de la PEPCasa es paralelo al aumento de su RNAm 

respectivo. Cuando el nivel de las subunidades de la RuBPCasa es 

bajo, sus respectivos RNA. ya son muy al tos, lo que 

sugiere un control postranscripcional de éstos. 

Otra observación interesante a partir de estudios !n s!tu es 

que la expres1ón del sistema Ce se concentra cerca de las venas. 

Langdale et al (1988a) observaron que al utilizar una variedad de 

tipos de hojas de maíz con anatomía Kranz pero con d1ferentes 
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dlslanclas que separaban sus venas, el desarrollo C4 se dió en 

todas las hojas utilizadas, pero que más allá de un cierto radio 

de varias células, las células del mesófllo desarrollaron un 

esquema CJ. Las células del mesófllo más distantes expresan los 

genes de la RuBPCasa y el complejo LHCP, mientras que las células 

del mesófilo próximas a la vena expresan la PEPCasa, la piruvato 

dicinasa y la malato deshidrogenasa dependiente de NADP. 

La expresión de la vía C4 depende de la luz. En plantas de 

ma!z crecidas en la obscuridad, se encuentran bajos niveles de 

RNA. que codifican para proteínas fotoslntétlcas y cuyo n.I vel 

aumenta varias veces al ser iluminadas (Sheen y Bogorad,1985). En 

el caso de la RuBPCasa, ésta se acumula en células de la vaina del 

haz y en células del mesófllo en condiciones de obscuridad, pero 

en condiciones de llumlnaclón su acU111ulaclón está restringida a 

las primeras. 

Utlllzando las vainas que envuelven la mazorca del maíz 

(Langdale et al .• 198Bb) las cuales presentan venas muy espaciadas 

se pudo concluir que la intensidad luminosa afecta la síntesis 

de proteínas fotosintéticas de acuerdo a la distancia que guardan 

las células en relación a Jas venas. En bajas intensidades 

luminosas, Ja RuBPCasa se acumula en las células del mesófilo y en 

las células de Ja vaina del haz vascular, mientras que las 

enzimas características de Ja vía C4 están ausentes.En 

altas intensidades luminosas, la expresión de la RuBPCasa en 

las células 

PEPCasa, la 

del mesófllo se suprime en tanto que la 

mala to deshldrogenasa dependiente de NADP, la 

y la E.H.-NAD se expresan abundantemente. plruvato dlclnasa 

La PEPCasa y Ja malato deshidrogenasa se localizan 

27 



exclusivamente en las células del mesófllo. La piruvato 

dicinasa se 

mesóflio y 

encuentra predominantemente en las células del 

la E.M.-NAD, exclusivamente en las células de la 

vaina del haz vascular. 

Un estudio reciente (Ngernprasirtsiri et al,1989) mostró que 

un nuevo componente de un probable control de m~ltiples factores 

en la regulación diferencial de la expresión génica de la 

fotosíntesis C• en célulao de la vaina del haz y células del 

mesófilo, puede ser la metilación selectiva tanto del DNA nuclear 

como del de cloroplasto. Se destacó que existe una correlación 

inversa entre la abundancia relativa de los transcritos de genes 

específicos de la fotosíntesis C4 en los dos tipos celulares 

durante el enverdecimiento de hojas de maíz y el estado de 

metilación correspondiente a las regiones del DNA nuclear y del de 

cloroplasto que contienen a estos genes específicos. 

Al mismo tiempo que todas las enzimas anteriores van 

acumulándose, como sucede con los componentes de los t.ilacoides, 

la captación neta de C02 va aumentando a partir de las 12 horas de 

iluminación, en el caso de plántulas de maíz etioladas, hasta 

alcanzar un máximo a las 96 horas (Ruffer-Turner et al,1984). 

111.5. Fotosíntesis en Cultivo de Tejidos. 

Los estudios realizados para analizar diferentes aspectos de 

la estructura y función de los cloroplastos han hecho uso de dos 

modelos experimentales: los cultivos fotomixotróficos y los 

fotoautotróf icos. Los primeros se caracterizan por formar 

cloroplastos, sintetizar clorofl la y fljar C02, pero su 

supervivencia depende de la adlclón de una fuente carbonada 
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(com'1nmente sacarosa) al medio de cultivo. Los cultivos 

fotoautotróficos se diferencian de los fotomixotróficos en que 

pueden aobrevivir aun sin la adición de alguna fuente carbonada 

orgánica, aunque muchos requieren de una atmósfera enriquecida de 

C02 (aproximadamente 2 a s:O (Nagai et al., 1989 y La Rosa et 

al., 1984). 

La mayoría de las investigaciones se han trabajado con 

cultivos en suspensión de plantas C3, habiéndose logrado 

establecer muy pocos cultivos fotoautotróficos. Generalmente los 

resultados están referidos a la actividad de fijación de 14C02, 

patrones de ~arcaJe en productos de f 1Jación por 14C02 y actividad 

de la PEPCasa y RUBISCO, mientras que muy pocos han considerado la 

estructura de los cloroplastos y/o la anatomía Kranz (Neumann 

y Bender, 1987). 

Una ceracterístlca general tanto de los cultivos 

fotomixotróf icos como de los fotoautotróf 1cos es que presentan una 

alta actividad de PEPCasa, particularmente durante la fase 

exponencial de la curva de crecimiento. Nato y Mathieu (1978) 

reportaron un aumento en la velocidad de as1m1lac1ón de C02, de 

200 a 800 µmoles de C02 fijado.g-1 peso seco.h-1 y luego una caída 

a 200 µmoles, en cultivos en suspensión de células 

fotomixotróficas de Nlcotlana tabacum lo cual fue la consecuencia 

de un aumento primero y una disminución despu6s en la síntesis de 

la enzima. Sato et al (1980) encontraron que la actividad de 

PEPCasa en tabaco y Cytlsus scoparlus fue bastante cercana e 

identlca, respectivamente, al co•parar cul t!vos mixotróficos con 

cultivos autotróficos. 
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La actlvldad de la PEPCasa se ha podldo evldenclar de aanera 

lndlrecta tamb16n. En el trabajo anterior de Sato et aJ (1980) se 

indicó que del lOOY. del 14c fljado en 10 alnutos lo• cultivos 

fotoautotróficos incorporaron el 44" en coapuestos 6.cidos de 4 

carbonos, mientras que loa fotoalxotróficos el 41", siendo aabos 

porcentajes mayores a los que se encuentran en plantas C3 (Slack y 

Hatch, 1967). Sin eabargo, Nishida et aJ (1980) encontraron una 

relación inversa: el porcentaje de 1'c en coapuestos de 4 carbonos 

en la luz y por S ainutos fue de 24% para c6lulas autotr6flcas y 

40X para células heterotróflcas, de la fijación total. El malato 

se marcó en un 29X do la fijación total on c6lulas m1xotr6ficao y 

tan sólo en un 1sr. en cultivos autotróficos en condiciones de luz 

durante los 5 minutos de fijación de C02. En este caso, tamb16n la 

incorporación de 1'c es alta en c6lulas en cultlvo en relación a 

plantas lntactas. En tabaco (Ongun y Stocklng, 1965) el malato se 

marca en un 1.SX durante los prlmeros 10 minutos de fotos!ntesis, 

en arroz (Nlshlda, 1962) en un 1.7X en los primeros 3 minutos y en 

Chlorella en 3.Sr. en los 2 primeros minutos (Holm-Hansen et 

al., 1959). 

No obstante que la sorprendente actividad de PEPCasa en 

cultivo de células verdes·podria sugerir un metabolismo C•, Yamada 

et al (1982) mostraron que estos productos de fijación por la 

PEPCasa no parecen ser usados co:o una fuente de carbono para el 

ciclo de Calvln; ademli.s, Sato et al (citado por Neumann y Bender, 

1987) caracterizaron la PEPCasa presente en cultivos de tabaco, la 

cual resultó ser del tlpo de las plantas C3 con una Ka (PEP) de 60 

µH comparada con 1000 µM para la PEPCasa de plantas C•. Neumann y 

Bender (1987) han concebido la carbox1lac1ón del PEP como una 
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reacción anaplerótlca que proporciona esqueletos carbonados para 

una bios!ntesis acelerada durante la división celular activa (fase 

exponencial). Resulta interesante saber que en laa reglones 

meristemátlcas de la base de las hojas en desarrollo de trigo y 

tabaco, la PEPCasa tiene una participación mayor que en las áreas 

maduras. Posiblemente una alta actividad de PEPCaaa sea una 

característica general de células en división activa para 

satisfacer una altn de11anda de la maquinaria bloslntétlca. 

(Aoyagl y Bassham, 1986bl. 

Las células verdes de tabaco en cultivo ta111blén incorporan 

uc en compuestos de 3 carbonos por mediación de la act!vid::.d de 

la RUBISCO (Nlshida et al.,1980). El ciclo de Calvin operó tanto 

en células fotoautotróficas como fotomixotróflcas. En ambos tipos 

de células el PGA y azúcares fosfatados se marcaron rápidamente 

seguidos por el marcaje del producto fotosintético final, la 

sacarosa. El glicolato y la serina/gllcina también se Jlllrcaron, 

indicando actividad de RuBP-oxlgenasa. No obstante, el porcentaje 

de marca para cada compuesto fue mucho menor que el obtenido con 

la planta intacta de tabaco, lo cual refleja una baja actividad de 

RUBISCO. 

Los cambios detectados en células de cultl vo para la 

RUBISCO han sido mucho menos pronunciados. Nato y Mathleu (1978) 

detectaron variaciones entre sólo 90 y 140 f.lllloles C02 fijado. 1{1 

peso seco.h-1 a lo largo del ciclo de crecimiento y un incremento 

en la síntesis de la enzima al término del •lamo. Durante 

la fase exponencial la relación de actividades 

PEPCasa/RUBISCO reportada como 1.1111oles C02. mg-
1 proteína soluble 

fue de 6. 77 en tanto que en la fase estacionarla fue de 1. 8 
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Aunque reportaron la actividad como µmoles C02. mg-1 

cloroflla-1h, Sato et al (1980) obtuvieron una mayor actividad de 

PEPCasa que de RUBISCO: J. 6 y 4. 5 para cul tlvos 

fotomixotróf icos y fotoautotróficos, respectlvaaente, de 

células de tabaco en fase estacionarla. Estas proporciones 

fueron resultado de una actividad muy alta de PEPCasa pero 

también de una actividad bajísima de RUBISCO 

(aproximadamente 1/10 de la actividad encontrada en extractos 

de hojas de plantas C3). Sin embargo, Nato y Mathieu (1978) 

demostraron que en tabaco la actividad y también la 

concentración de RUBISCO disminuyen a! :i::o t1aMpo que la 

concentración y actividad de la PEPCasa aumentan durante el 

crecimiento exponencial pero que en la transclción de esta 

fase a la estacionarla ocurre un aumento en la actividad de la 

enzima debido a su síntesis de novo, paralelo a la disminución en 

concentración y actividad de PEPCasa, aunque se desconocen los 

mecanismos regulatorios de esta relación inversa entre las dos 

enzimas descarboxilantes. 

Los cultivos fotomlxotróflcos y los fotoautotróficos de 

t:J.baco flJan 14C02 en fase estacionarla a una velocidad constante 

durante los primeros 10 minutos; su velocidad de fijación total de 

14C02 fue muy semejante: 7. J y 6. 4 µmoles/g- 1 peso fresco. -lh, 

respectivamente. Sin embargo, en base al parámetro clorofila, los 

cul tlvos fotomixotróficos fijan el ªco2 a una velocidad de 94. 5 

µmoles C02.mg-1 clorofila.h-1 en tanto que los fotoautotróficos lo 

hacen a una velocidad de 132 µmoles C02. mg-1 clorofila. h - 1
, a 

pesar de haber sintetizado menor cantidad de clorofila. g-1 peso 

fresco que los primeros (Nishida et al.,1980). Además, la 
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velocidad de f iJación de C02 por las células fotoautotróficas fue 

simllar a la de las células del mesófilo de hojas de Papaver 

somnlferum (Paul y Bassham,1977). 

Sato et al (1980) indicaron que la velocidad de fijación de 

las células fotoautotróflcas fue tan sólo de 64 µmoles 

C02.mg-1 clorofila.h-1 y de 62.3 la de las células 

fotomixotróficas. En un cultivo autotrófico de soya, establecido 

por Horn et al (1983) el valor máximo fue de 92 y se alcanzó 

al día 12 de crecimiento. No obstante, dado que hasta la fecha 

este cultivo parece ser el que má~ clorofila ha sintetizado 

(alrededor de 450 µg clorofila. g-1 peso fresco) los µmoles de 

C02 fijado.g- 1 peso fresco.h- 1 son tan altos como 400, lo 

que contrasta con los 6.4 fijados por células 

fotoautotróf icas de tabaco. 

Independientemente de qué metabolismo fotosintético esté 

ocurriendo en estos cultivos de plantas C3, es importante resaltar 

que, como lo sef'lalaron Brangeon y Nato (1981), las células en 

cultivo ln vltro de plantas CJ son capaces de expresar su 

potencial para la diferenciación. 

Varias de las denominadas plantas C• tienen una gran 

importancia agronómica y,desafortunadamente, sólo un escaso número 

de investigadores ha analizado la blogénesis de estos cloroplastos 

en cultivo de callos en enverdecimiento, a pesar de que ello 

proporciona información valiosa y fundamental (Nelson y 

Langdale, 1989). 

Los primeros estudios con callos de plantas C• postularon la 

existencia tanto de la vía CJ como de la C•, a Juzgar por los 
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patrones de marcaje con 1ec de los primeros productos de fijación 

del C02 (Kennedy et al.,1977; Usuda et al,1971). En ninguna de las 

especies se detectó la presencia de la anatomía Kranz nl de 

cloroplastos dlmórficos, por lo que esta característica anatómica 

se consideró no Indispensable para exhibir la vía Ce. Los 

cloroplastos observados fueron semejantes a los de las células del 

mesófllo de las especies en cuestión. Sin embargo, recientemente 

Kumar et al (1989) detectaron actividad de PEPCasa y de RUBISCO 

en callos de maíz originados del merlstemo apical y sefialaron que 

estas actividades fueron semejantes a las encontradas en las 

porciones basales de las hojas jóvenes de las mismas plantas, por 

lo cual es una evidencia de que al menos por lo que a la actividad 

de enzimas fijadoras de C02 se refiere, el callo no exhibiría 

claramente un metabolismo C•. Además, utilizando otra planta 

C4, Seeni y Gnanam (1983) descubrieron que los principales 

productos primarios de fijación de 14C02 fueron PGA y azúcares 

fosfatados y que los cloroplastos formados en este callo fueron 

del tipo mesófllo pero atípicos. 

Se ha sefialado (Edwards y Walker, 1983) que los criterios 

para establecer el funcionamiento completo de la foto~!ntcsis 

Ce Incluyen la formación del malato o aspartato como productos 

primar los de la fijación del C02 fotosintético, presencia de 

anatomía Kranz y presencia y actividad de enzimas específicas 

del metabolismo Ce. Los trabajos arriba citados carecieron de 

este último criterio. 

Aoyagl y Bassham (1986 al analizaron cada uno de los 

parámetros anteriores en callo blanco, callo verde y brotes 

regenerados de callo embriogénico de maíz. Los callos blancos 
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acumularon PEPCasa y piruvato dicinasa pero no RUBISCO, por lo que 

los productos primarlos de fijación de C02 fueron los esperados 

para un sistema activo de 8-carboxilación. Los callos verdes 

acumularon PEPCasa, piruvato dicinasa y RUBISCO. En este caso se 

marcaron ácidos de 4 carbonos y también azúcares fosfatados y PGA. 

Sin embargo, no se detectó actividad de E.M. -NADP por lo que la 

conversión de ácidos de 4 carbonos a C02 y piruvato en estos 

cloroplastos fue improbable. Además, la piruvato dicinasa de 

callos blancos y verdes no pareció ser la forma activa de 

cloroplasto y ninguno desarrolló anatomía Kranz. 

En los brotes más viejos, en comparación con los jóvenes, se 

detectó mayor actividad de PEPCasa pero ningún transporte 

intercelular C4, lo cual sería el resultado de un desarrollo 

morfológico desordenado y lento hacia la anatomía Kranz y de una 

carencia del correcto arreglo de los cloroplastos en las células 

semejantes a las de la vaina del haz vascular. Debido a lo 

anterior y considerando que el origen de las células que conforman 

la vaina del 

Langdale, 1989), 

haz vascular reside 

significa que para 

en el procámb i um Ne 1 son y 

que en los callos pueda 

existir la anatomía Kranz y un dimorfismo estructural-funcional de 

cloroplastos, deberían existir meristemos provasculares los cuales 

se diferenciarían en células de la vaina del haz vascular y 

an tejido vascular. Por lo tanto, resultaría poco probable 

inducir la formación de la anatomía Kranz y de los dos tipos de 

cloroplastos característicos de las plantas C4 en callos que no 

estén experimentando un proceso organogénico. 

En contraste a lo esperado, Sol!s et al (1989), al estudiar 

la biogénesis del cloroplasto en callos de maíz, encontraron 
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que se formaron dos tipos de cloroplastos después de 10 dias de 

iluminación continua: uno con abundantes grana y otro con muy 

pocos, similares a los cloroplastos de las células del haz 

vascular, sin que los callos hubieran desarrollado la anatomia 

Kranz. Sin embargo, se desconoce el metabolismo del carbonó 

fotosintético que estos cloroplastos llevan a cabo. Ademá.s, al 

cabo de dos semanas, sólo se encontraron cloroplastos del 

mesófilo, mismos que presentaron indicios de senescencia. Por otra 

parte, el contenido de clorofila total aumentó as! como la 

relación de clorofllas a/b, alcanzando un valor má.ximo de 

alrededor de 3 en el dia !S. La proporción reportada 

para estas clorofilas en hojas completas de plantas C4 es 

cercana a 4 y de 3 para cloroplastos del mesófllo. 

Curiosamente, a partir del dia 10 y hasta el 22, la actividad 

de transporte de electrones fue aumentando. Por 

consiguiente, no existió correlación alguna entre los eventos 

bioquímicos y los ultraestructurales ocurridos en aquellos 

cloroplastos. Roy y Kumar (1989) obtuvieron resultados similares 

en cuanto a la ultraestructura de los cloroplastos formados 

también en callos de maiz. 
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IV. DISEílO EXPERIMENTAL. 

A fin de poder conocer algunos cambios bioqu1micos y 

ultraestructurales durante la biogénesis del cloroplasto en 

cultivo ln vltro, se establecieron dos modelos experimentales: uno 

manipulando el callo como tal, adquiriendo una forma de "capa 

delgada" (sistema A) y otro en el que se formó una "placa" con las 

células de los cultivos en suspensión, derivados de la 

disgregación de los callos (sistema 9). En ambos raodelos el 

material biológico utilizado fue ma1z (Zea mays, L. ) de la 

variedad VS-22, quo se edqui::-ió de PRONASE (Productora 

Nacional de Semillas). 

IV. 1. Sistema A: callos "en capa". 

Este modelo consistió en hacer, de un callo completo sin 

formaciones organogénicas, una "capa delgada" del mismo, sobre la 

superficie del medio sólido. El manipular el callo de esta 

manera tiene dos ventajas: permite disminuir el gradiente 

celular en cuanto a disponibilidad de nutrientes y hormonas, por 

un lado y, por otro, deja al callo constituido por células que 

tienen aparentemente una capacidad escasa, pero semejante, de 

generar cloroplastos. Esta afirmación se basa en lo reportado 

en la literatura, en cuanto a que sólo se formaron zonas 

verdes en regiones de los callos de ma1z (Sánchez de Jiménez et 

al., 1989) y de avena (Nabors et al., 1982) que se encontraban 

en proceso de organogénesis. 

La obtención de cultivos ln vltro fotoautotróflcos depende 

básicamente de los factores: tipo y relación de hormonas (Yamada 
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et al.,1978), fuente de carbono (La Rosa et al.,1984) y presencia 

o ausencia de luz (Gillot et al., 1991). E11tudios con plántulas 

etloladas muestran que la luz puede tener dos efectos sobre el 

desarrollo del cloroplasto; a) presentar ciertns fase a, 

dependiendo de si las plántulas son ilU11inadas de manera continua 

o de acuerdo a un fotoperiodo (Leech et al., 1973); b) variación 

estructural-funcional de acuerdo a la intensidad lWlinosa 

(Bradbeer, 1981). 

Ade111é.s, en los cultivos Jn vJtro en general, se sabe que 

la respuesta de una especie a esti111ulos 111orfogénicos depende 

del genotipo (George y Sherrington,1984). Esto es alln más notorio 

para el caso do :aiz (Cunean et al.,1985). 

Por ello, se juzgó conveniente en prl111cr lugar, tratar de 

enverdecer callos de maíz de la variedad VS-22 que es una 

variedad propia de loe Valles Altos de México y co111parar su 

respuesta en relación a la biogénesis del cloroplasto, con la de 

callos de 111aíz de la variedad Tuxpel\o, variedad propia del 

trópico húmedo, la cual ya ha sido descrita (Solís et al.,1989). 

Posteriormente se analizó la influencia de algunas 

comblnaciones hormonales en los callos. Para este efecto se 

decidió usar AIA, cinetlna y BAP que son fl torreguladores que 

inducen el enverdecimiento (Solís et al.,1989; Horn et al.,1983; 

Sánchez de Jiménez et aJ,1989). 

Por otra parte, se consideró de utilidad aplicar, 

sobre la superficie de los callos, una intensidad lWlinosa 

relativamente baja (90 µE.m- 2 .seg-1
) y contrastar sus efectos 

con los de una intensidad ligeramente aayor (150 µE.111-
2 .seg-1

). 

Una intensidad luminosa semejante a esta ha 
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inducido el desarrollo de cloroplastos en cul tlvos de soya 

(Glllol et al., 1991). Aslmlsmo, se re11olvló examinar la 

importancia de la duración del periodo de horas luz, por lo 

cual en una serle de experimentos se aplicó luz continua, mientras 

que en otro se aplicó un régimen de 16 h. luz/8 h. obscuridad. 

Para evaluar la influencia de la sacarosa, se dlseftaron dos 

tipos de experimentos; uno en el que la concentración de la 

sacarosa se redujera y al •lamo tle•po se compensara la fuente 

carbonada con un aumento equlmolar de lactoaa y , otro, en el que 

simplemente se dlsmlnuyera la concentración de la sacarosa, sin 

aftadlr otro azúcar co::o cc;;pansador. Esto se fundll!llenta en 

el hecho de que sln acumulación de clorofilas los proplastldios 

no pueden diferenciarse en cloroplastos (Harpster y Apel,1985) y 

la síntesis de clorofila puede ser suprimida por la sacarosa 

(Pamplln y Chapman, 1975). Además, en un estudio con protoplastos 

de maíz (Sheen, 1990), se encontró que de una serle de 

metabol i tos, la lactosa fue uno de los que menos inhibieron 

la transcripción de ciertos promotores de genes que codifican 

para proteínas fotoslntétlcas. 

Los parámetros a medir serían: contenido de clorofila total, 

relación de clorofllas a/b, 

actlvldad enzlrnátlca de 

presencia de la proteína RUBISCO, 

esta proteína. Además se planeó 

visualizar en paralelo los efectos del enverdecltilcnto sobre la 

ultraestructura del cloroplaslo en desarrollo. Las evaluaciones se 

realizarían a los 7 y 12 días de llumlnaclón, ya que la blogénesls 

del cloroplasto en cultivos in vltro, toma aproximadamente dos 

semanas (Solís et al.,1989; Glllot et al.,1991). Por otra 

parte se consideró necesario examinar la presencia de 
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plastidios en general y de la proteína RUBISCO en un grupo de 

callos blancos, para precisar el estadio de diferenciación a 

partir del cual ocurriría la biog6ne•i• del cloroplaato. 

Los callos están constituidos por tipos heterog6neos de 

células: peridermis, cámbillJI vascular y nódulos 111eriateaát1cos; 

éstos últimos dan origen a c6lulas parenqulaatosas y a zonas 

embriogénicas y organog6n1cas (Yeoaan y Aitchison,1973). El 

enverdecimiento preferencial de estaa zonao ea coaW\ cuando los 

callos se exponen a la luz (dos Santos et &l., 1980; Heyser y 

Nabors, 1982; Nabors et al., 1982¡ Sánchez de Jiménez et 

al., 1988). 

Los callos inducidos a partir de embriones aaduros de maíz de 

la variedad VS-22 presentan células de Upo aeriatemá.tlco, zonas 

organogénicas y zonas embriogénicas, dependiendo de los medios de 

resiembra utilizados; además, la consistencia de los callos es 

friable (García,1991), característica qur facilita la manipulación 

de los mismos. 

Con base a esta información, se esperaría que al trabajar con 

callos de maíz de la variedad VS-22, a los cuales se les hayan 

eliminado las zonas organogénicas y embriogénicas visibles, se 

pudiera lograr el establecimiento de un cultivo homogéneo tipo 

"capa delgada" uniforme, en el que las células constitutivas 

tendrían una capacidad escasa, pero seaejante, de responder a los 

factores que inducen el enverdech1lenlo y estarían forzadas a 

responder sincrónicaaente a los mismos, con lo cual se lograría su 

carácter fotomixotrófico, lo cual podría aportar conocimiento 

acerca de ciertos eventos que se dan durante la biogénesis del 

cloroplasto en este sistema. 
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IV.2. Sistema B: cultivos "en placa". 

En caso de obtener resultados positivos en los callos del 

sistema A, se planearía realizar un experimento piloto en el cual 

se estudiaría la respuesta a inductores del enverdecimiento, en 

los cultivos •en placa• (Horsch et a l. , 1980 l, derivados de los 

cultivos en suspensión que se habrían establecido en base a la 

disociación de las células de los callos, en medio liquido con 

agitación. 

Se conslde:-a que el establecimiento de un cultivo 11 en placa" 

es factible lograr por tres razones: al se han podido establecer 

cult!vos en suspensión de células de maiz a partir de los callos 

respectivos de diferentes variedades (Prioli y Sondhal,1989; 

Shillito et al. ,1989; Gordon-Kamm et al.,1990l; bl la presencia de 

conglomerados grandes de células puede ser eliminada a través del 

uso de mallas de abertura definida (Prioli y Sondhal,1989l; el se 

han colocado células de Datura lnnoxla provenientes de cultivos en 

suspensión, como "capa fina", sobre un disco de papel filtro, sin 

que su crecimiento se vea afectado (Horsch et al.,1980l. 
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DIAGRAMA DE FLUJO. 

1
1nauccion de callos de 

maíz (var. VS-22). 
1 

!Resiembra de loe callos inducidos¡ 
1 

~--.--"'-1 _____ .,..,..., 1 ~~I~~ 
Sistema de comparacion Sistema A: Sistem B: 

con la variedad 

Tuxpeno:callos con 

brotes organogénicoe -

dispuestos con geome-­

tría "en apilado" 

1 

1 

callos sin brotes 

organogénicos -
dispuestos en -
f"orma de "capa -
delgada" sobre la 

superficie del -
medio sólido 

1 

Aplicación de los siguientes factores 

que inducen el enverdecimiento 

1 

Luz (intensidad) 

Hormonas (relación 

y tipo). Medios: 

A, By C 

Fuente de carbono­

(concentraci6n y -

tipo). Medios D, E 

1 

1 

Luz (régimen luz-

obscuridad) y hormo­

monas (relación). 

Condiciones: 1, 2, -

3 y 4 

1 

"placaH de células 

derivada de culti­

vos en suspensión, 

esparcida uniforme 

memente en papel 

Whatman sobre la 

superficie del me­

dio sólido 

Aplicación de al­

guna de las condi­

ciones de enverde­

cimiento del Siete 

ma A 

Parametros a medir: clorofila total, clorofilas a/b, presencial 

y actividad de RUBISCO, ultraestructura del cloroplasto. 
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V. MATERIALES Y HETODOS. 

V.1. Material Biológico. 

Se trabajó con semillas de maíz, Zea IIJliys, L. variedad 

VS-22, obtenidas de Productora Nacional de Semillas 

(PRONASE). Las semillas se almacenaron en bolsas de manta con 

Ca (Cl)2 como deshidratante, en la obscuridad a 15°C. 

Preparación de los medios de cultivo. 

Los medios de cultivo se prepararon a partir de soluciones 

stock basadas en el medio de Hurashige-Skoog (1962) con las 

modificaciones indicadas en el Apéndice. El pH de los medios de 

cultivo se ajustó a 5.8 con KOH 0.5 N o con HCl 0.5 N y 

posteriormente se aforaron al volumen deseado. La solución stock 

de AIA y BAP se prepararon cada vez que se utilizaron. Después de 

aforados, a los medios que fueron sólidos se les afladió agar y se 

calentó hasta disolverlo completamente. Una vez vaciados ~os 

medios a frascos o a matraces, se esterilizaron en .una autoclave a 

1.6 Kg.cm-2 durante 15 minutos. 

V.2. Inducción de callo. 

Los embriones de las semillas maduras de maíz se disectaron 

manualmente de uno a tres días antes de su siembra, manteniéndolos 

a 15°C hasta su uso. Antes de sembrar los embriones, éstos se 

esterilizaron con 50 ml de una solución de hipoclorito de sodio 

que contuvo una concentración final de O. 66X de cloro activo, 

durante 11 minutos, en matraces Erlen-Heyer estériles de 250 ml, 

contonlendo dos gotas de Tween 20, con 100 embrionas por matraz. 

Después sa enjuagaron cuatro veces con agua estéril y 
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posteriormente se sembraron en frascos Gerber a razón de 4 

embriones por frasco, conteniendo cada uno 20 al de aedio 

s611do de inducción. Se probaron diferente• •edioa de inducción 

con el objeto de generar una gran cantidad de callo desde el 

inicio (ver Apéndice). Tanto el medio N6 (Chu et aJ.,1975) como el 

R& (Sinchez de Jia6nez et aJ.,1989) se han utilizado para 

inducir 

durante 

callo 

tres 

en maiz. 

oemanas en 

Los eabriones aombrados se 

la obscuridad a 25 ! 2ºc. 

V.3. Resiembra de los callos. 

incubaron 

Los callos inducidos durante el lapso de las 3 semanas en los 

diferentes medios de inducción, se reserabraron cada 14 dias en 

diferentes medios sólidos (ver apéndice) y se incube.ron en la 

obscuridad a 25 ! 2°c. Dichos aedios tuvieron una composición 

id(mtice. en sales, vita11inas y complejos orgé.nicos que los medios 

de inducción respectivos, pero diferente en contenido de hormonas. 

Con el objeto de definir el protocolo de resiembra de los 

callos que serian enverdecidos, se realizó una prueba piloto 

consistente en inducir el callo de maiz en medio R&, resembrarlo 

en medio R (MCPP ¡ ppm, ccn ;r ::!n pn:>l!na 9 11114) y transferirlo a 

una serie de medios de enverdecimiento utilizando las hormonas ANA 

y BAP. Los resultados negativoo de esta prueba nos orientaron a 

adoptar posteriormente el siguiente protocolo(A): inducción de 

callo en medio R con MCPP 2 ppa evitando asi una concentración 

relativaaente alta de esta auxina en el sisteaa desde el inicio, 

el cual por tratarse de un coapuesto ané.logo al 2,4-D (Sé.nchez de 

Jiménez et al.,1981), horaona que inhibe el enverdecimiento 

(Nagai et al., 1989). podria tener efectos semejantes a ésta; 
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primera resiembra en medio R con HCPP ppm, AIA ppm y 

cinetlna O. 01 ppm y segunda resiembra en medio R con MCPP O. 5 

ppm, AIA 10 ppm y cinetlna o. 01 ppm. Lo anterior derivó de 

considerar que la transferencia de los callos a los medios 

de enverdeclmlento debería ser gradual por lo que 

composición hormonal se refería, mismos 

10 ppm y cinet!na O. 1 pp111 o AIA 10 ppm 

que contuvieron 

y BAP O. 3 pp111. , 

a 

AIA 

ya 

que dentro de las citocininas, además del BAP, la cinetina 

(Brangeon y Nato, 1981) tambi6n se ha utilizado aunque menos 

frecuentemente en medios de enverdeclmiento. Además, 6sta última 

combinación de hormonas tuvo 6xito en el 

enverdecimiento de callos de la variedad Tuxpefto de ma!z (Sol!s et 

al., 1989). 

Las variedades Tuxpefto y VS-22 de maíz son originarlas de un 

hábitat diferente. Se ha apreciado que el genotipo de los 

materiales biológicos influye sobro la respuesta de morfog6nesis 

ln vltro (George y Sherrington,1984; Puncan et al.,1985); por 

esto, aunque los callos de la variedad Tuxpefto enverdecen cuando 

son iluminados (Sánchez de Jiménez et al.,1988), ello no garantiza 

la misma respuesta p'lra lo" c::.llc¡; de: la variedad VS-22. Para 

estudiar la dependencia de la respuesta de enverdecimiento con 

respecto al genotipo, se comparó la respuesta que tuvieron los 

callos de la variedad Tuxpefto (Solfa et al., 1989) con la de un 

grupo de callos de la variedad vs-22, que se incubó bajo 

iluminación continua, en el medio utilizado para enverdecer los 

callos de la variedad Tuxpefto: AIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm, sacarosa 

2Y. y mani tol lY., éste para igualar la presión osmótica que se 

origina en los medios de cultivo cuando contienen sacarosa 3Y. 
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(condición 1). 

En la mayoría de los estudios relativos a la bioa6ne•i• del 

cloroplasto, tanto en plll.ntulas etiolada• coao en cultivos 1n 

v1tro, el materlal biológico se irradia continuaaente (Krupinska 

y Apel,1989; Gillot et al.,1991); sin e11barao. el aodelo que se 

acercaría más a las condlciones naturales, debería considerar el 

ciclo diurno de luz. Por esto, otro grupo de callos de la variedad 

vs-22 del mismo lote que el anterior, se incubó en un •edio de 

igual composición, excepto que se 11anejó un ciclo de 16 h luz/8 h 

obscuridad (condlci6n 2). 

Slmultáneamente a la realización de los experiaentos 

rclo.tivos al efecto del genotipo, se investigó en otro grupo de 

callos de ese mlsmo lote, cuál sería la reapueata de 

eneverdecimlento cuando se incubaran en un medio con una relación 

de auxina/citoclnlna tres veces 

aquéllos, esto es: AIA 10 ppm, 

mayor que 

BAP O. 1 ppm, 

la utilizada en 

bajo iluminación 

continua (condición 3) y fotoperlodo (condición 4). Esta nueva 

relación de hormonas también fue probada en el trabajo de Solis et 

al (1989), aunque con menor éxito que la primera. 

Por otra parte, se aplicó un segundo protocolo (B) a callos 

de la variedad VS-22 más simple que el protocolo CA) en el que los 

callos se lndujeron en medio R con KCPP 2 ppa y luego 

se transflrleron directamente al medio de enverdeclmlento R con 

HCPP O. 25 ppm, simllarrAente a lo reportado (de Foaaard, 

1976). En los protocolos A y B descritos, loa callos al ser 

incubados en la luz, siempre tuvieron una disposición 

geométrica "en apilado" la cual debió propiciar diferencias en 

relación a la disponibilidad de nutrientes Y horaonas en 
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distintas zonas del callo. Por esta razón se repitió el 

protocolo A con la diferencia de que en este caso el callo 

permaneció con una disposición geométrica "en capa". 

En todos los casos anteriores, los callos transferidos en la 

ültima resiembra, fueron callos que presentaron zonas 

organogénicas sobre su superficie, condición bajo la cual el 

enverdecimiento ocurre principal pero asincrónicamente en los 

brotes, provocando una situación de coexistencia de zonas 

diferenciadas con callos blancos y zonas intermedias en proceso de 

diferenciación. Esto dificulta grandemente la realización de 

estudios metabólicos en esos materiales y exige la conveniencia de 

desarrollar otro sistema. Sin embargo, se consideró conveniente 

realizar los experimentos setlalados con anterioridad ya que 

permitirían definir los medios de resiembra para intentar lograr 

con mayor probabilidad de éxl to el enverdeclmlento homogéneo en 

los cultivos de maíz desprovistos de zonas organogénicas. 

V. 4. Sistema A: cultivos "en capa". 

El establecimiento del sistema A se logró de la siguiente 

mnner::.: en el pr!mer ::ubcul t! vo, c::.dw cü.llc fuo t•ü.nof"a•ido Junto 

con su escutelo como una sola 11 unldad 11 a fin de o.segurar 

el crecimiento de aquél. En este primer subcultlvo se inocularon 

entre 4 y 6 "unidades" dependiendo de su tamatlo por cada tubo de 

vidr1o(15 cm X 2.3 cm), conteniendo B ml de medio sólido. En el 

segundo subcult1vo se ellmlnó el escutelo al igual que aquellas 

reglones no sanas del callo y las organogénlcas. Cuando fue 

necesar lo, en la tercera resiembra se descartaron nuevamente las 

secciones no sanas o vascular1zadas de los callos. 
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La resiembra de loe callos as! manipulados para adoptar una 

disposición geométrica "en capa" durante el periodo de exposición 

a la luz, se hizo en cajas Petri de 9 cm de diámetro, conteniendo 

50 ml de alguno de los medios de enverdecimiento ensayados (ver 

más adelante) sobre los cuales se colocaron una malla de nylon 

primero y un papel Whatman No. 2 después, ambos de 4. 8 cm do 

diámetro. Antes de esterilizarse, los dos soportes se lavaron con 

agua desionizada y con los medios líquidos respectivos durante 30 

minutos. El inóculo se presionó ligeramente contra el medio y se 

extendió cuidadosamente tratando de hacer una capa compacta, 

uniforme en altura que ocupara el máximo de superficie sobre el 

papel. Finalmente se anadió ml de medio de enverdecimiento 

estéril a cada caja para conservar un microambiente húmedo y 

lograr un contacto continuo del medio con el papel soporte del 

callo. 

Los cultivos se incubaron durante 7 y 12 d!as con un 

fotoperiodo de 16 h luz bajo una intensidad luminosa de 90 

µE.m- 2
• seg-1 y 27 :!:1°c de temperatura o de 150 µE. m-2 • seg-1 y 

27 :!: 1°c, según el experimento realizado. 

En los cultivos del sistema A se manipularon tres factores de 

los cuales depende la respuesta de enverdecimiento: composición 

hormonal (Yamada et al. , 1978), luz (G11 lot et al. , 1991) y fuente 

de carbono (La Rosa et al.,1984 ), Prlmeramante se decidió 

analizar la lmportancla de la composición hormonal d&l medio 

d& env11rd11cimi11nto, sobre el d&sarrollo uniform11 de tono 

verdoso, en los cultivos "en capa" expuestos a un fotoperiodo do 

16 h luz e intensidad luminosa de 150 µE.m- 2 .seg-1, para lo cual 

se procedió como s11 indica en el esquema l. Los medio de 
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ESQUEMA 1. PROTOCOLO DE INDUCCION Y RESIEMBRA DE CALLOS• 

DE MAIZ (var. VS-22) EN MEDIOS CON DIFERENTE COHPOSICION DE 

MCPP (ppm) 

AIA (ppm) 

Cinellna (ppm) 

Sacarosa (X) 

MCPP (ppm) 

AIA (ppm) 

Cinetina (ppm) 

Sacarosa (X) 

AIA (ppm) 

Cinetina (ppm) 

BAP (ppm) 

Sacarosa (X) 

HORMONAS (SISTEMA A). 

Medio de Inducción. 

R2: MCPP 2 ppm, sacarosa 3X 

Medios de Resiembra. 

0.01 0.01 

3 3 

2ª 

o.so o.so 

10.00 10.00 

0.01 0.01 

3 3 

Medios de Enverdecimiento. 

3ª 

(A) (B) 

10.00 

o. 10 0.10 

3 3 

0.01 

3 

o.so 

10.00 

0.01 

3 

(C) 

0.10 

0.10 

3 

Loa callos fueron mantenidos en la obscuridad durante la 

inducción y las dos primeras resiembras; en la tercera resiembra 

los callos ae expusieron a un r6gimen do fotoperiodo de 16 h 

luz., por 7 y 12 días. 
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enverdecimiento contuvieron sacarosa 3X y las siguientes 

combinaciones de hormonas: AIA 10 ppm, cinetina 0.1 ppm (medio A); 

cinetina 0.1 ppm (medio B); cinetina 0.1 ppm, BAP 0.1 ppm (medio 

C), 

En segundo lugar se investigó la influencia de dos 

intensidades luminosas Incidentes en los callos incubados en el 

medio de enverdeclmiento cuya composición hormonal fue AIA 10 ppm 

y cinellna O. 1 ppm con sacarosa 3X como fuente de carbono. Las 

intensidades lu:ninosas fueron 90 y 150 µE. m-2
• seg-1 y se midieron 

utilizando un "Quantum" LI-1858 (LI-COR, inc. ), 

Finalmente se estudió el efecto de la fuente carbonada sobre 

el desarrollo de color verde en callos resembrados en los 

medios que contuvieron: sacarosa 1X, lactosa 2X, AIA 10 ppm, 

c1netina O. 1 ppm (medio Dl; sacarosa 2X, cinetina 0.1 ppm, BAP 0.1 

ppm (medio E) (ver esquema 2). En realidad los grupos control de 

estos callos incubados en los medios D y E fueron, 

respectivamente, los callos incubados en los medios A y C los 

cuales contuvieron sacarosa JY.. 

V.5. Establec!m!ento de loe cultivos en suspensión. 

Para saber si se podría establecer un modelo de estudio tipo 

"placa" que proviniera de células en cultivo en suspensión 

(sistema B) p11ra su eventual utilización en el estudio de la 

inducción del enverdecimiento y de la biogénesis del cloroplasto, 

fue necesario establecer primeramente un cultivo en suspensión de 

células de maíz, derivado de los callos ya establecidos. 

Para lograr el establecimiento de ese cultivo, el callo 

inducido en medio Ra se resembró de manera similar al protocolo A 

so 



ESQUEMA 2. PROTOCO 

DE HAIZ (var VS-22) EN MEDIOS CON DIFERENTES FUENTES DE CARBONO 

(SISTEMA A). 

MCPP (ppm) 

AIA (ppm) 

Clnetlna (ppm) 

Sacarosa (7.) 

Lactosa (X) 

MCPP (ppm) 

AIA (ppm) 

Cinetlna (ppm) 

Sacarosa (7.) 

Lactosa (7.) 

AIA (ppm) 

Clnetlna (ppm) 

BAP (ppm) 

Sacarosa (7.) 

Lactosa (X) 

Medio de Inducción. 

R2: MCPP 2 ppm, sacarosa 37. 

Medios de Resiembra. 

lª 

0.01 

2 

o.so 

10.00 

0.01 

1. s 

1. s 

2" 

Medios de enverdeclmlento. 

(D) 

!O.DO 

0.10 

2 

0.01 

3 

o.so 

0.01 

2 

(E) 

0.10 

0.10 

2 

.'--~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

Los callos se expusieron a un régimen de fotoperiodo de 16 h luz 

durante 7 y 12 dias en la tercera resiembra. 
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(ver esquema 3). La razón de no haber dia11inuído el MCPP de igual 

manera en este protocolo que en el protocolo A, estribó en que 

ello redundaría en un mayor crecimiento del callo del cual se 

requiere una gran cantidad para obtener los cultivos en 

suspensión. 

La disgregación de los callos se llevó a cabo en matraces 

Erlen-Meyer de 500 ml con 100 ml de medio liquido Ro.5 (MCPP O. S 

ppm, AIA 10 ppm, cinetina 0.01 ppm) y 19 g de callo. Loa cultivos 

se incubaron en la obscuridad a 21° ! 1°c, con agitación rotatoria 

de 110 rpm durante una semana. Al cabo de este tiempo los cultivos 

se filtraron por separado a través de una malla de acero 

inoxidable de 380 µm de apertura de malla y se dejó que cada uno 

de ellos se sedimentara, después de lo cual los sobrenadantes se 

decantaron dejando sólamente una pelicula muy delgada de medio 

para no eliminar las células: éstas se resuspendieron en medio 

liquido fresco Ro.s utilizando 20 ml por cada dos paquetes de 

sedimento. Los cultivos en suspensión así establecidos se 

desarrollaron en matraces Erlen-Meyer de 125 ml con un volumen 

final aproximado de 25 ml cada uno y se incubaron en !e 

obscuridad a 27 ! 1°C con agitación rotatoria de 110 rpm durante 

una semana. 

Los cultivos anteriores se resembraron una llnica ocasión 

procediendo de la !!!enera siguiente: el contenido total de cada 

matraz se virtió en uno solo de 500 ml, se dejó sedimentar y el 

sobrenadante se decantó dejando únicamente SO ml de 11edio; luego 

se agitaron suavemente los cultivos para obtener una suspensión 

homogénea a partir de la cual se tomaron alícuotas de 10 ml y se 

inocularon en matraces Erlen-Meyer de 125 •l conteniendo 20 111 
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ESQUEMA 3. PROTOCOLO DE INDUCCION Y RESIEMBRA DE CALLOS C 

DE MAIZ (var. VS-2) PARA EL ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS "EN 

PLACA". 

MCPP (ppm) 

AIA (ppm) 

Cinetina (ppm) 

Sacarosa 00 

MCPP (ppm) 

AIA (ppm) 

Cinetina (ppm) 

Sacarosa (X) 

Medio de Inducción. 

R: MCPP 2 ppm, sacarosa 3X 

Medios de resiembra. 

1ª 

2 

0.01 

3 

Como en la 1ª pero con MCP? ppm 

o.so 

10.00 

0.01 

3 

Establecimiento del cultivo en suspensión (como en 3• resiembra) 

s• 

Resiembra del cultivo en suspensión (como en la 34 resiembra) 

Medio de Enverdecimiento. 

AIA (ppm) 

Cinetina (ppm) 

Sacarosa (X) 

10.00 

o. 10 

3 

Los callos se disgregaron en la tercera resiembra en medio 

Uquido. Loa cultivos "en placa" se iluminaron durante 7 y 12 

dias. 
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de medio líquido fresco Ro.s cada uno. Las condiciones de 

incubación fueron las mismas que para el cultivo anterior. De 

estos nuevos cultivos se tomaron pequellas muestras al inicio y a 

los 7 días de la incubación para determinar la velocidad de 

crecimiento así como el patrón de frecuencia de agregados 

celulares de composición variable en número. Lo anterior se obtuvo 

contando en un hemoci tómetro el número de células totales y el 

número de agregados con 1 a 5 células, 6 a 10 células y 11 ó más 

células. 

V.6. Sistema B: cultivos "en placa". 

Para establecer este sistema, al término de la resiembra de 

los cultivos en suspensión, éstos se filtraron con vacío a través 

de un embudo Buchner (4.7 cm. de diámetro interno) el cual contuvo 

una malla de nylon y, encima, un papel \lhatman No. 2 (Horsch et 

al., 1980). Tanto la malla como el papel se lavaron con agua 

des ionizada y medio liquido de enverdecimiento por 30 

minutos antes de ser esterilizados. Se utilizó el contenido 

de dos matraces para la obtención de cada una de las 

Estas trnnsf 1rioron cuidadosamente a las cajas 

Petrl de 9 cm de diámetro, conteniendo 50 ml de medio R sólido de 

enverdecimiento (AIA 10 ppm, cinetina o. 1 ppm, sacarosa 3X) y 1 

ml de\ mismo medio pero líquido. Los cultivos se incubaron a 

UiO µE. m -•seg. -i a 27 ! 1 ºe durante 7 y 12 d!as. 

V.7. Cuantificación de clorofilas. 

Para este objeto, primero se liofilizó el callo y en seguida 

el liofilizado se homogeneizó en acetona fr!a SOY. con un pistilo y 
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mortero fríos, en la obscuridad. El hoaoaenado •e centrifugó 

durante 15 minutos en una microfuga, a 10,500 rp•. Se utilizó el 

sobrenadante para cuantificar las clorofilas a y b por el a6todo 

de Brulnsma (1963). 

V.8. Cuantificación de proteínas. 

Esta se realizó siguiendo la tol!cnica de11cr lta por Bradford 

(1976), utilizando BSA como proteína estindar. 

V. 9. Detección de la presencia de la prote1na RUBISCO por dot­

blot. 

Dada la intensidad del tono verdoso que desarrollaron los 

callos "en capa" del sistema A, se consideró conveniente 

concentrar la proteína RUBISCO para tener una mayor probabilidad 

de detectar su pr~sencla y actividad em~i•itlca. Por ello, se 

buscó una concentración adecuada de PEG (Inghaa,1984) que 

permlt lera precipitar la mayor cantidad posible de la proteína 

RUBISCO de los extractos crudos de hojas de •aíz, sin que se 

perdiera su actividad enzimática. 

Los cal los y las hojas ge maceraren con n! t:-6¡cno l!c¡u!do 

hasta conseguir un polvo fino y después se ho11ogeneizaron con el 

siguiente buffer de extracción: (1:1; peso:vol.) trlcina 0.1 H pH 

8.1, HgCl2 10 mM, EDTA 5 mH, NaHCOJ 10 mH, DTT 10 mH, PMSF 0.5 mH. 

Los extractos se centrifugaron en una aicrofuga a 10,500 rpm 

durante 15 minutos y a los sobrenadantes resultantes se les aftadió 

PEG 50X frío, llevándolos a un porcentaje final de 17X, 21X y 35X 

Las mezclas se agitaron por un minuto en vortex y se aantuvleron 

en reposo por 30 minutos a 4ºC: luego se aicrofugaron nuevamente 
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por 10 m1nutos. Los prec1p1 tados se resuspend1eron en 300 µl de 

buffer de extracc1ón. 

La fuente de proteínas para detectar la presenc1a de RUBISCO 

en los cult1vos celulares de maíz, 1ncubados en los med1os A a E y 

cond1c1ones 1 a 4 y en los extractos de hoja, fue la m1ama que 

aquella para med1r su act1v1dad. 

Con el objeto de del1m1tar la concentrac1ón m1n1ma de 

clorof1la que debería tener un extracto verde para poder 

v1sual1zar la RUBISCO en un dot-blot y para tener una 1dea del 

n1vel relat1vo de esta enzima probablemente ex1stente en los 

cult1vos en onvordcc1c1ento, se realizó dicho ensayo 1nmunológico 

con un extracto de hojas de maíz preclpitado con PEG a una 

concentración final de 17Y., a diferentes diluciones que 

comprendieron un intervalo de 2. 648 µg a O. 013 µg de clorofila 

total (15 a 0.078 µg de proteína). 

Las muestras se colocaron en alícuotas de 2 µl en membranas 

de nitrocelulosa de 0.2 µm (Schleicher and Schuell, NC). Se 

ut111zaron anticuerpos de conejo contra RUBISCO de espinaca a una 

d1lución de 1:500 El titulo de estos anticueros fue de 1:16 000 y 

fueron preparados y donados gent1lmente por Barajas (1990), Como 

segundo ant1cuerpo se ut111zó ant1-Ig G de conejo acoplado a· 

peroxidasa, a una dlluc1ón de 1:1500 Como sustrato para revelar se 

utilizó 4-cloro-naftol y H202. El método se desarrolló seg~n 

Torrent (1991 ). 

De los extractos 

cultivos, se colocaron 

0.0275 µg de clorofila 

semipurif icados 

alícuotas de 2 

con 

dar una reacción posit1va 

cuya 

a~n 

cantidad 

visible 
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hoja¡ además, también se puso una muestra con 0.0275 µg de 

clorofila.2 µl-1 (Hd) y una con 8.33 µg de clorofila.2µ1- 1 

(He), ambas de un extracto de hoja de maíz como 

control positivo de la técnica y un extracto de callo verde (CV) 

de la variedad VS-22, como un control positivo de los callos. 

Este callo que presentó brotes en su superficie alcanzó una 

concentración de clorofila de 7.03 -1 µg.g peso fresco (el 

máximo enverdecimiento logrado en este trabajo) al ser 

enverdecido en medio R con MCPP 2 ppm,cinetina 0.01 ppm y 

sacarosa 3:'., en luz continua de 90 µE. m-2
• seg-1

, después de 

40 días de ser irradiado. Aslmlsmo, se aplicó una muestra 

de BSA que contuvo 15 µg de proteína, como control negativo de 

la técnica y una muestra de callo blanco (CB) como control 

negativo de los mismos, con O. 15625 µg proteína, cantidad 

equivalente a O. 0275 µg de clorofila en el extracto de hoja 

utilizado. 

V.10. Medición de la actividad enzimática de la RUBISCO. 

El primer paso para determinar la actividad enzimática de la 

RUBISCO en los cultivos celulares de maíz, consistió en un ensayo 

control, aplicando el método a un extracto semipurificado con PEG 

de hojas de maíz. 

La fuente de enzima para realizar el onsayo enzimático (Pike, 

1987), se activó al combinar 9 volúmenes de la misma con 

volumen de solución de actl vaclón (MgC12 100 mM, NaHC03 10 mM} y 

dejarlas reposar a 4°C dura1lte 3 minutos. De esta mezcla 

activada se tomaron 30 µl (extractos de callos) ó 15 µl (extracto 

de hoja) y se alladieron a 30 µl (extractos de callos) o a 45 
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µl (extracto de hoja) de 11edlo de reacc1ón colocadoii on viales 

de cristal para centelleo, con lo cual dió inicio la reacción. 

El medio de reacción enzim~tica consistió en loa ai¡¡uientea 

componentes a las concentraciones finales ind1cadaa: buffor de 

ensayo pH 8.1 (triclna 0.1 M, MgCla 20 llM, D'lT 5 llM), RuBP 3 1114 y 

NaHuC03 10 1114 (con actividad especifica de 1. 25 µCi.j.UIOl-1 para 

las auestras de callo y de 0.25 µCi.,....01-1 para las muestras de 

hoja). La reacción se llevó a cabo a 28 ºe y se paró alladiendo 

200 µl de HCl 3 N en metanol a l¡is O, 20, 40 y 60 H¡¡undos 

(para los extractos de callo) o a los O, 15, 30, 45 y 60 QO¡¡undos 

(para el extracto de hoja), poateriores al inicio. Dempu6s de 

esto se evaporaron las muestras en bafto Haría para eliminar 

el C02 radioactivo que no se incorporó durante la reacción 

y el res1duo se resuspendió en 50 µl de agua deaionizada y 

se le aftadieron 5 ml de liquido de Bray (Bray, 1960). 

La radioactividad incorporada en las auestraa se detectó 

utllizando un contador de centelleo Minaxi B Tri-Carb, .4000 

Serles. 

V.11 Técnicas Histológicas. 

De los callos con brotes que se expusieron a la luz, las 

porciones que se tomaron para realizar los análisis hiatol6¡icos 

fueron las zonas enverdecidas localizadas en los brotes. 

En el caso de los callos "en capa" y cultivoc "en plece", les 

muestras que fueron fijadas se tomaron indistintuente de 

cualquier punto de la superficie de los cultivoa. 
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V.11.1 Mlcroscopía óptica. 

De los dlferentes medlos y condlclones que se manejaron 

para induclr el enverdeclmiento de los cultivos celulares de 

maíz, se tomaron muestras de los siguientes casos: callos 

blancos, callos llumlnados por 12 días en los medios A y D y 

callos lluminados por 7 días en los medlos 1 y 2. 

La técnica histológica que se desarrolló fue la reportada por 

García (1991). El grosor de los cortes fue de 6 µm, para lo cual 

se utllizó un mlcrotomo Reichter-Jung. Las observaciones se 

realizaron en un mlcroscopio óptlco Leltz-Dlalux 20. 

V.11.2 Mlcroscopía electrónlca. 

En este caso, las muestras fijadas correspondleron a las muestras 

1 lumlnadas por 7 y 12 días que se incubaron en los siguientes 

medlos y condlclones: medio A, medio D, condlción 1, condlclón 2, 

cultivos 11 en placa 11
• Asimismo, se fijaron, en condlcones de 

obscuridad, callos Incubados en el medlo A y cultivos "en placa" 

antes de exponerse a la luz. 

El materlal b!ológlco se fijó por dos horas en glutaraldehído 

2?. (v/v) en buffer de fosfatos O.IS M, pH 7.2 R 4°C y se postfljó 

en tetraóxldo de osmio 2?., también por dos horas a 4°c. Luego oe 

deshldrató en etanol y se embebió en Epon. Se utlllzó un 

ultramicrotomo OmU3 Relchter y se reallzaron cortes de entre 350 

y 400 ºA Las muestras se contrastaron utlllzando nltrato de 

uranllo y cltrato de plomo (S~nchez de Jlménez et al.,1988). Las 

observaclones se realizaron en un mlcroscopio electrónlco JEOL 

1008. 
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VI. RESULTADOS. 

VI. 1. Inducción y aanteniaiento del aaterial biológico. 

La primera meta consistió en inducir callo de eabriones de 

semillas maduras de maiz y mantener un cultivo Jn vJtro de estos 

callos en forma sistemé.tica. Se probaron diferentes medios de 

cultivo, los cuales ae aeffalan en la tabla asi como su 

resultado en cuanto a la producción de callo en base al peso 

fresco. Se puede notar que los aedios con mayor rendimiento de 

callo fueron el 6 y el B ya que el resto de los medios generó una 

cantidad de callo semejante, e excepción de los 4, 5 y 11. Después 

de obtener los callos, éstos se resembraron en diferentes medios 

(tabla 11 l y se incubaron en la obscuridad por dos semanas. Los 

medios en que crecieron 1nejor los callos en los eubcul ti vos, 

fueron N6 con prollna 9 mH (2' ) y 20 mM ( 1' ) y R2 con cine tina 

O. 01 ppm (9' ) . En términos generales, se puede concluir que el 

medio N6 con Pro 9 mH fue ligeraaente mejor que el Rz. 

VI.2. Enverdecimiento de los callos. 

Dado que la medición de los diferentes paré.metros indicativos 

de la blogénesls del cloroplasto se hizo hasta despu6e de haber 

reall:<ado todos los experimentos, fue necesario tener una 

referencia que permitiera seleccionar las mejores condiciones 

experimentales, sobre la marcha delos miemos. Para este fin a los 

cultivos celulares se les asignó arbitrariamente un número de 

acuerdo a la intensidad del tono verdoso logrado (ver gama de 

tonalidades). El número 1 se refiere al color de los callos no 

expuestos a la luz y los números sucesivos indican una mayor 
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TABLA I. PRODUCCION DE CALLOS DE HAIZ Cvar. VS-22) 

EN DIFERENTES MEDIOS DE INDIJCCION. 

Medio de Inducción. P. fresco (g)/100 eebrlonee 

( 1) N6t 8.10 

(2) N62 8.90 

(3) N620 9.40 

(4) N6t• 7.50 

(5) N6oo 5.60 

(6) Rt 11.20 

(7) R6 8.40 

(8) Re 10.70 

(9) Rt 8.95 

(10) Rz 9.54 

cid~ Rz 4.88 

La inducción de los callos se llevó a cabo en la obscuridad 

durante 3 semanas. 8: Los callos inducidos en este •edio se 
• Incubaron en fotoperlodo de 16 h luz. con hidrolizado de 

caseína (200 rng.L- 1
); a partir del medio (6) todos lo llevan. La 

composlc16n hormonal de los medios de inducción se describe en el 

Apéndice. 
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H. 

TABLA II. PRODUCCION DE CALLO DE HAIZ (var. VS-22) 

EN DIFERENTES MEDIOS DE RESIEMBRA 

de inducción H. de resiembra Peso inicial Peso final 

(X) (X) 

i (1') N6 100 145.6 

pro Una 20 mH 

2 (2') N6 100 152.8 

pro Una 9 mM 

3 (3') N6 100 126.0 

Asn 250 mg/L 

4 (4') N6 100 122.5 
adenina 10 mg/L 

5 (5') N6ck 100 77.1 

6 (6') R2 100 130.0 

7 (7') R2 100 117.0 

8 (8') R2 100 121.5 

9 (9') R:: 100 146.0 

Los callos inducidos se transfirieron a diferentes medios de 

resiembra y, después de 14 dias de incubación en la obscuridad, se 

pesaron nuevamente. El peso inicial ae consideró como un lOOY. La 

composición hormonal de los medioa de resiembra se describe en el 

Apéndice. 
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Gama de tonalidades de color verde exhibida por los callos con 

brotes y los callos "en capa" (sistema Al. La tonalidad mostrada 

en el número corresponde a los callos resembrados en la 

obscuridad; los números sucesivos indican una mayor intensidad del 

tono verdoso. 

63 



intensidad de tono verdoso. 

VI.2.1. Efecto del genotipo en el enverdecimiento de los callos. 

En el presente trabajo se encontró que los callos de la 

variedad VS-22 sólo desarrollaron entre 3 y 4 puntos y/o manchas 

de color verde, de aproximadamente 3 mm de extensión/callo, 

después de 12 días de iluminación de hecho, estas zonas 

enverdecidas fueron visibles desde los 7 días. En contraste, 

después del mismo periodo de estudio, los callos de la variedad 

Tuxpeflo desarrollaron un color verde en una gran parte de su 

superficie (Sol!s et al.,1989). Esto indica que el genotipo de 

las células en cuestión, origina respuestas diferentes en la 

biogénesis del clor·oplasto. 

VI.2.2. Efecto de la luz en el enverdecimiento de callos. 

VI.2.2.1. Régimen de horas luz. 

La respuesta de los callos con brotes expuestos a un 

fotoperiodo de 16 h luz/8 h obscuridad, fue similar a la obtenida 

con los callos expuestos continuamente a la luz. 

A las reglones enverdecidas de los callos que se resembraron 

en el medio R cuy~ ccmpos1c16n hormonal fue AIA 10 ppm, BAP O. 3 

ppm, ya fuera en luz continua (condición 1) o en fotoperiodo 

(condición 2), se les asignó el número 5 de la gama de tonalidades 

verdes. 

VI.2.2.2. Intensidad luminosa. 

Fueron dos las intensidades luminosas a las cuales se expusieron 

callos de maíz desprovistos de brotes y colocados en forma de 

capa, bajo condiciones de fotoperiodo (16 h luz): 90 y 150 

µE. m-2. seg-1
• En ambos casos la temperatura se mantuvo entre 
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27 ! 1° C. Ninguno do los callos incubados en estas condiciones 

desarrolló zonas verdes, sin embargo el tono verdoso de todos 

ellos fue muy débil pero de la misl\a intensidad (113 de la gama 

de tonalidades l: por lo que aparente11ente en el rango 

probado, la mayor 

importante en la 

decidió continuar 

intensidad lllllinosa no 

sintesis de clorofilas. 

los experimentos a 

generó un aumento 

No obstante, se 

150 µE •• -2 • seg -I 

considerando que podrían existir diferencias cuantitativas 

reales en el contenido de clorofilas, no perceptibles a simple 

vista. 

VI. 2. 3. Efecto de la composlclón ilor¡;¡onal en el envordcci:oiento 

de callos con brotes y callos sin brotes (sistema A). 

La respuesta de los callos con brotes incubados en un medio 

con w1a relación de auxina/ci tocinina 3 veces más al ta que la 

utilizada en los experimentos relativos al efecto del genotipo, 

fue la misma en ambas condiciones de luminosidad a los 7 y 12 

días de cultivo: 3 a 4 zonas verdes de aproximadamente 3 mm de 

extensión/callo, con igual intensidad de color (11 5 de la gama de 

tonalidades l. 

Los resultados que se refieren al enverdecimiento de 

callos con brotes en medios con diferente composición 

hormonal, muestran que el porcentaje de callos "en apilado" con 

zonas verdes fue ligeramente ~ayor con la combinación 

hormonal AIA 10 ppm, cinetlna 0.1 ppm (75Xl que con la combinación 

AIA 10 ppm, BAP O. 3 ppm (71"). El medio con HCPP O. 25 sólo 

permitió un 58X (tabla III). Es importante destacar que la mayoría 

de las zonas verdes (máximo 6/callol se presentaron en la parte 
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TABLA II I. EFECTO DE LA RELACION Y TIPO DE HORMONAS Y DE LA 

GEOMETRIA DEL CALLO SOBRE EL PORCENTAJE DE CAU.OS DE MAIZ 

Cvar. VS-22) CON ZONAS VERDES. 

Geometria del callo Composición hormonal del medio 

de enverdecimiento (ppm) 

AIA 10 AIA 10 MCPP 0.25 

cinetlna 0.1 BAP 0.3 

callo "apilado" 75% 1rn 58% 

callo 11 en capa 11 75X 64% Nd 

Las condiciones de incubación fueron: fotoperiodo 16 h luz: 150 

µE.m -2 _, 
27 ! 1°c, excepto el que involucró la adición .seg ; para 

de MCPP 0.25 ppm, aplicándose luz continua. Todos los callos 

contuvieron zonas organogénicas y se incubaron durante 3 semanas 

en los medios de enverdecimiento. Nd: no determinado. n• 12 
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basal de los brotes que comúnmonte desarrollan estos callos 

cuando son resembrados en la obscuridad. De hecho, estas 

zonas verdes localizadas explican aproximadamente el SOY. del 

color verde en los callos analizados. 

Con base en los resultados anteriores y con la idea de lograr 

un cultivo que enverdeciera de manera homogénea, se investigó si 

este tipo de callos con brotes, colocados en forma de "capa 

delgada" más o menos uniforme en altura, también desarrollaría 

color verde al ser expuesto a la luz, en los medios que 

anteriormente propiciaron la síntesis de clorofilas. Esta 

variación en la manipulación de los callos se basó en la 

diferente<: d1cpon1b1lidad que Llenen sus distintas reglones, con 

respecto a nutrientes, hormonas y luz, originada por la forma 

irregular de los mismos. 

El medio con AIA y cine tina resultó mejor que el medio con 

AIA y BAP ya que en el primero, el 75Y. de los callos presentó 

puntos verdes y, en el segundo, sólo el 64Y. (tabla IIIJ. Sin 

embargo, en ambos medios, nuevamente la mayoría de los puntos y 

zonas verdes se presentaron en los brotes de los callos. Por 

consiguiente, se desarrolló un sistema en el cual al inicio de la 

tercera resiembra (incubación en la luz), se eliminaron los brotes 

de los callos y estos callos sin elementos organogénicoe fueron 

acomodados como "capas delgadas" sobre la superficie de loe medios 

de enverdecimiento. Este constituyó el sistema A y en 61 se 

analizó la influencia de otras relaciones hormonales y de la 

fuente de carbono, sobre el enverdeclmiento uniforme de los 

cul tivoe. 

Cuando se incubaron en la luz una serie do callos 
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desprovistos de brotes, se o·bservó que prácticamente ninguno formó 

puntos nl zonas verdes como los que anteriormente se habían 

formado, sino que el color del callo se hizo más 11nlforme, con 

distintos grados de tono verdoso, de acuerdo a la composición 

hormonal presente en el medio de enverdecimlento, (tabla IV). 

Aparentemente la transferencia de callos a un medio que contenga 

AIA 10 ppm y clnetlna O. 1 ppm (medio A), favorece un mejor 

desarrollo de dicho tono (#3 en la gama) que la clnet!na sola a 

una cc-ncentraclón de O. 1 ppm (medio B) o combinada con BAP, ambas 

a una concentración de O. 1 ppm (medio C) (#2 en la gnma de 

tonalidades). 

VI. 2. 4. Efecto de la fuente de carbono en el enverdeclmlento 

de callos sin brotes. 

La tabla V muestra que, en apariencia, la incorporación de 

lactosa al medio no tuvo lnf luoncia sobre la intensidad del tono 

verdoso ya que la apreciación visual fue la misma para el problema 

que para su control (#3 en la .gama de tonalidades). También se 

aprecia que la sola dlsmlnuclón en la concentración de 

la sacarosa, tampoco produjo resultados benéficos. 

VI.3. Cultivos en suspensión. 

Al inicio, los callos se transfirieron a dos medios 

·líquidos: R2 y N6, ambos con HCPP 2 ppm y cinetlna 0.01 

ppm. Los dos cultivos siempre desarrollaron un color 

amarillo-café desde los primeros días de su establecimiento. Por 

ello se analizó el efecto de la transferencia de reglones 

vascularlzadas del callo, del medio sólido al líquido, ya que 
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TABLA IV. EFECTO DE LAS HORMONAS AIA, BAP Y CINETINA SOBRE 

EL ENVERDECIHIENTO DE CALLOS DE HAIZ (var. VS-22) SIN 

BROTES ORGANOGENICOS. 

Composición de hormonas en el Intensidad en el desarrollo 

medio de eneverdecimiento (ppm) del tono verdoso . 

• AIA 10, cine tina 0.1 # 3 (lOOX) 

cine tina o. 1 # 2 (lOOX) 

cine tina o. 1, BAP 0.1 # 2 (100:<) 

Los callos se incubaron durante 12 días en los medios de 

enverdecimiento con una disposición geométrica "en placa" (sistema 

A). Fotoperiodo: 16hluz¡1SD µE.m- 2 .seg- 1
; 27 ! 1°c. • el 

número entre paréntesis indica el por ciento de callos que 

tuviüron esa respuesta. nas. 
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TABLA V. EFECTO DE LA CONCENTRACION Y FUENTES DE CARBONO, 

SACAROSA Y LACTOSA, SOBRE EL ENVERDECIHIENTO DE CALLOS 

DE MAIZ (var. VS-22) SIN BROTES ORGANOGENICOS. 

Composición de hormonas Fuente de carbono Intensidad del 

en el medio de enverde- en el medio de - tono verdoso 

cimiento (ppm) enverdecimiento. 

3Y.º • AIA 10, cinetina o. 1 Sacarosa # 3 (lOOY.) 

Sacarosa rnª # 3 ClOOY.) 

Lactosa 2Y. 

cinetina O. 1, BAP 0.1 Sacarosa 3Y.º # 2 (lOOY.) 

Sacarosa 2r.ª # 2 (lOOY.) 

Los callos se incubaron durante 12 días en los medios de 

enverdecimiento, con una disposición geométrica "en placa" 

(sistema A). Fotoperiodo: 16 h luz; 150 µE.m- 2 .seg- 1
; 27 ! 1°c. El 

número entre paréntesis indica el por ciento de callos que 

tuvieron esa respuesta. 0
: grupo control. e grupo experimental. 

n• 8, 

70 



probablemente bajo condiciones de agitación (cultivos en 

suspensión) las células que constituían a estas reglones se 

murieran y excretaran sustancias tóxicas al aedlo. Se encontró 

que dichas zonas vascularlzadas no tuvieron lnf'luencia alguna 

sobre la coloración del aedio, aunque esta característica 

fue más evidente en el medio N6. 

Como la presencia de color café en los cultivos on suspensión 

podríe ser reflejo de oxidaciones, se afladleron diferentes 

cantidades de ácido ascórblco al medio de cultivo Ra: 2, 10 y 20 

mg.1-1 Aparentemente no se encontraron car;ibios al e11plear este 

antioxidante. 

Finalmente se aanipuló ot~o lote de callos el cual se 

resem~ró sucesivamente en medios con aenor y aayor concentración 

de MCPP y AIA, respectivamente (medio R modificado). En este 

caso, la composición final del medio fue: medio R con AIA 10 ppm, 

cinetina 0.1 ppm, sacarosa 3~ Aparentemente hubo une ligera 

mejoría en cuanto al color que mostraron los cultivos utilizando 

este medio. 

Los resultados relativos al crecimiento de los cultivos en 

suspensión incub~dcD en w& *edlú ñ, permiten aíirmar que no hubo 

un cambio en el número de la población de células totales ni en el 

patrón de frecuencia de los agregados celulares analizados, 

después de una semana de incubación a 110 rpm en agitación 

rotatoria. Aproximadamente el 81~ de la población celular 

consistió de entidades separadas en tanto que el 19X coaprendló 

agregados en su mayoría con nW.eros de a 5 células. Los 

agregados que contuvieron entre 6 y 10 células fueron lllás 

frecuentes que aquellos con 11 o aás células (ver tabla VI). 
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TABLA VI. CONTENIDO DEL NUMERO DE CELULAS TOTALES Y 

DEL NUMERO DE AGREGADOS CELULARES EN CULTIVO EN SUSPENSION 

DE HAIZ (var. VS-22), DESPUES DE UNA SEMANA DE INCUBACION 

NWllero de células NWllero de agregadoo celularee/ml 

totales (X 105 /ml) 
1 a 5 céls. 6 a 10 c6ls. 11 6 má.s céls 

Día o 2.28 ! 0.33 0.40 :!: 0.09 0.03 :!: 0.01 o.o 6 :!: o. 04 

Día 7 1. 94 ! 0.57 0.34 :!: 0.13 0.01 :!: º·ºº o.o 3 :!: o. 02 

Loe cultivos en suspensión se mantuvieron en la obscuridad a 27 ! 
1°c, con agitación rotatoria de 110 rpm. na6. 
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Los pasos realizados para la consecusión de este cultivo tipo 

"placaº fueron satisfactorios ya que permitieron uniforaizar 

parcialmente el tamallo de las c1!:lulas, despu6s de filtrar los 

cultivos en suspenslón a través de una malla de 380 µa de apertura 

y, además, las "placas" se distribuyeron homog6nea11ente en el 

papel sobre el cual se aplicaron, mostrando una superficie 

uniforme. 

VI.4. Enverdecimiento de los cultivos "en placa" (sistema B). 

Aun cuando no se planteó enverdecer este tipo de cultivos, 

se decldió averiguar, sólo como una aproximación, cuál seria la 

respuesta de estas células disociadas al ser expuestas a la luz. 

Rn el primer intento para enverdecer una serio de cultivos 

tipo "monocapa", se utilizó un lote de cultivos en suspensión 

incubado en medio R2 (HCPP 2 ppm, cinetina 0.01 ppa, sacarosa 3X); 

este medio se utilizó para resembrar los callos establecidos de 

donde se originaron aquellos cultivos. Bajo estas condiciones, los 

cultivos en suspensión no exhibieron un color amarillo-cafó y las 

11 placas 11 resultantes se incubaron por 21 dias a 27°C, con 

fotoperlodo de 16 h luz e !ntens!.t!~d h:.::.!.nc::. de go 

µE.m-2 .seg-1 ,en un medio R con sacarosa ZX, aanitol 1X y ya fuera 

con AIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm o bien BAP 0.3 ppm, cinetina 0.1 ppm. 

La primera combinación de hormonas se basó en lo reportado para el 

enverdecimiento de callos de la varie.dad Tuxpello de maiz (Solís et 

al.,1989). Los resultados mostraron que con las dos coabinaciones 

hormonales, la intensidad del tono verdoso desarrollado fue 

bastante homogéneo en las "placas" de ambos lotes (14 en la gama). 

Con la intención de lograr intensificar la tonalidad verde en 
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estos cultivos y considerando que en el caso de los callos del 

sistema A la mejor combinación hormonal fue AIA 10 ppm y cinetina 

O. 1 ppm, en base a la apreciación visual, ésta se aplicó a otro 

lote mé.s de cultivos tipo "placa", a 150 µE. m-2
• seg-1, el cual 

provino de los cultivos en suspensión resembrados en el medio R 

modificado. Sin embargo, en este caso el resultado fue negativo. 

Puesto que una diferencia importante entre el sistema A y el 

B fue que los cultivos en suspensión se aplicaron sobre un disco 

de papel Whatman No.2 y una malla de nylon, lo cual no ocurrió con 

los callos 11 en capa", ésta podría ser Wla causa de la carencia de 

enverdecimiento en los cultivos tipo B. Para descartar esta 

posibilidad, se realizó un experimento que permitiera descartar la 

influeoncia de estos soportes sobre el enverdecimiento de callos 

ºen capa 11 con brotes. Cuando este tipo de callos se incubó en 

un medio con y sin malla de nylon y papel Whatman, en ambos 

casos con AIA 10 ppm, cinet1na O. 1 ppm y sacarosa 3Y., bajo 

fotoperiodo de 16 h luz y 90 µE. m-2
• seg-1

, después de tres 

semanas de iluminación, el 75Y. de los callos de cada lote 

desarrolló puntos y manchas verdes sobre los b_rotes; por lo 

anterior, 66 consideró que loo cult1vos del Rlstema B no tuvieron 

una limitante fisica en dichos soportes para tomar sus nutrientes. 

En consecuencia, el sistema celular de tipo B obtenido después de 

haber pasado el callo por medio liquido y haberlo organizado 

posteriormente en medio sólido, pareció tener diferencias 

originadas en la manipulación del callo de donde se derivó. 

VI.5. Medida de paré.metros bioquímicos. 

Para conocer algunos de loe cambios bioquímicos que se 
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presentan durante la biogénesis del cloroplasto en el cultivo !n 

v!tro de células, se decidió cuantificar el nivel de clorofilas 

totales ya que la biogénesis de este organelo va acompaftada de una 

síntesis importante" de este pigmento. A partir de 

estas cuantificaciones se pudo calcular la relación de clorofilas 

a/b, la cual es un parámetro indicativo del tipo de cloroplastos 

presentes. Asimismo, se investigó si la proteína RUBISCO estaba 

presente, utilizando anticuerpos contra la holoenzima y si esta 

proteína Mostraba actividad enzimática, para saber si se daba un 

ensamblaje adecuado de las subunidades que la constituyen y formar 

la holoenzima activa. Finalmente, también se realizaron 

estudios histológicos con el fin de correlacionar los aspectos 

ultraestructurales del proplastidio con algunos eventos 

bioquímicos. 

VI.5.1. Determinación del contenido de clorofila. 

El nivel de clorofila total en los callos con brotes fue de 

O. 30 µg clorofila. g-1 peso fresco a los 7 dias y de 1. 05 µg 

clorofila.g-1 .peso fresco a los 12 dias de ilwninación. 

En los callos con brotes a los cualoB se les aplicó un 

fotoperiodo de 16 h luz, el contenido de clorofila a los 7 y 12 

días de iluminación fue respectivamente: 2. 24 y o. 07 µg 

clorofila. g-1 peso fresco (figura 6). Esto nos muestra que la 

duración de las horas luz origina un patrón diferente de 

síntesis de clorofila en los callos incubados en un medio con 

AIA 10 ppm, BAP o. 3 ppm. En cambio, en los callos incubados 

en un medio con AIA 10 ppm, BAP 0.1 ppm, el tiempo de 

exposición a la luz no produjo respuestas muy diferentes 
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Fig.6. Efecto de las hormonas AIA y BAP 
y de las. horas luz sobre la sin tesis de 

clorofilas totales en callos de maíz. 

pe clorofila total/ g peso fresco 
2.5 .--~~~~~~~~~~---~~~~~~~~~~~~--. 

2 

1.5 

1 

1 y 2 con AJA 10 ppm, BAP 0.3 ppm 
3 y " COD AlA 10 ppm, BAP 0.1 ppm 

2 

1 y 3 luz cont.ir&ua; 2 y .& fotoperiodo. 

¡.o 7 días ~ 12 días 

3 4 

Condiciones 
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(figura 6, condiciones 3 y 4). 

Al comparar el efecto de estas dos combinaciones hormonales 

entre sí, se aprecia que la consistente en AIA 10 ppm, BAP 0.3 

ppm fue la que mayor cantidad produjo de este pigmento, en callos 

sometidos a fotoperiodo (condición 2). Es probable, entonces, que 

se requieran de al tas concentraciones de esta el toclnina para 

aumentar la síntesis de clorofila total. Las diferencias 

encontradas en el desarrollo de manchas verdes entre callos de la 

variedad Twcpefto y VS-22 (sección VI.2.1.) después de 12 días de 

iluminación continua, se reflejó por lo tanto en los µg de 

clorofila.g-1 peso fresco alcanzados, ya que para Tuxpefto se 

obtuvieron B.O µg cloroflla.g-1 peso fresco (Solís et al.,1989) y 

para Vp-22 1.05 µg clorofila.g-1 peso fresco. 

Independientemente de la composición hormonal de los 

medios A, B y C, la tendencia general de los cultivos "en 

capa" (sistema A) fue aumentar su nivel de clorofila de los 7 a 

los 12 días de Uumlnaclón, aunque el mayor nivel de ésta se 

alcanzó con cinetlna o. 1 ppm, BAP O. 1 ppm (figura 7, 

medio C). 

Por lo tanto la apreciación visual no reflejó las 

diferencias cuantitativas reales en el contenido de clorofilas 

(ver tabla IV). 

Respecto a los callos también del cintorna . 
'" que se 

utilizaron para estudiar la importancia de la fuente de carbono en 

el enverdecimiento, el contenido de clorofilas fue mayor en los 

cultivos resembrados en el medio con sacarosa/lactosa (medio D) 

que en los resembrados en los medios control, el cual contuvo 

sacarosa 3Y. (medio A); en tanto que los cultivos resembrados en el 
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Fi¡¡;.7 Efecto de AJA, BAP, cinetina, 
sacarosa y lactosa sobre la síntesis 

de clorofilas totales en callos de maíz 

Pll. clorofila total/¡¡; peso fresco 2 .---~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

D 7 días ~ 12 días 

A B 

La1 letra• repre1entan 101 medio• de 
en•erdeolmlento. Su compo1loión 1e de­
tlllla en "M'.ateriale1 y M'.étodo1". 

e 
Medios 
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medio con sacarosa 2X (medio E), tuvieron un 

ESTA 
SAU!l 

TESIS 
DE U 

menor contenido de 

clorofilas que loe callos resembrados en su medio control (medio 

C) (figura 7). En este caso como aquél en que se evaluó la 

influencia de las hormonas, no existió una concordancia entre la 

apreciación visual del tono de los callos y la cantidad de 

clorofila determinada (ver tabla V). 

Aparte de haber cuantificado el nivel de clorofilas totales 

en les callos con brotes y callos sin brotes, después de 7 y 12 

días de iluminación, también se cuantificó el nivel de la 

clorofila a y el de la clorofila b, con lo cual se pudo calcular 

su proporción. Los valores de estas relaciones aparecen en la 

tabla VII. Como se observa, en ningún caso el cociente es cercano 

a 3. O, ó mayor, excepto en los cal los con brotes incubados en la 

caondición 4, lo cual sugiere que al menos todavía no existe una 

población homogénea de cloroplastos maduros del tlpo C3 y menoa 

aún del Upo C4. 

VI.5.2 Detección de la presencia de la proteína RUBISCO. 

Laa alícuotas de las diferentes diluciones del extracto 

semipurificado con PEG, de hojas de maiz, d1eoon un::. :-o::.ccién 

positiva para la RUBISCO en la que la dlluclón más concentrada 

produjo la tonalidad más intensa. La dilución más alta que 

produjo un color aún visible, fue la que contuvo 0.0275 µg 

clorofila. 2 µl- 1 de muestra (Hd). De hecho, una muestra que 

contuvo 8.33 µg clorofila.2 ul-1 muestra (He), originó una 

seftal mucho mayor, misma que fue comparable a la obtenida con el 

callo verde control (CV). La muestra de callo blanco (CB), 

centrarlo a lo esperado, mostró una seftal aunque ésta fue 
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TABLA VII. RELACION DE CLOROFILAS a/b EN CALLOS DE MAIZ 

(var. VS-22) CON Y SIN BROTES ORGANOGENICOS. 

Callos con brotes organog6n1cos. 

e 1 e 2 e 3 e 4 

7 días 1. 12 ! 0.13 1. 11 ! 0.02 0.51 ! 0.03 0.52 ! 0.10 

12 días 1. 15 ! 0.06 0.78 ! 0.34 0.78 ! 0.33 2.22 ! 0.53 , 

Callos sin brotes organogénlcos (sistema A). 

A B e D E 

7 d. 1. 32 ! 0.21 O.SS ! 0.08 1. o ! o. 16 Nd o.as ! 0.02 

12 d O.S9 ! o.oo 0.64 ! 0.09 1. 2 ~ 0.06 1.78 0.30 ! 0.03 

La descrlpc16n de las condiciones 1 4 (C a C 4) y de los 

medios A a E, se localiza en los ples de las f1et1ra!! 6 y 7, 

respectivamente. Nd: no determinado. 
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débil. Una alícuota de BSA, correspondiente al control 

negativo, con 15 µg de proteína. 2 ul-1 muestra, no dió reacción 

positiva, lo que significó que el anticuerpo utilizado fue 

específico contra la Rl.IBISCO (figura 8). 

Con respecto a los callos que se resembraron en los medios de 

enverdecimiento con AIA 10 ppm y BAP O. 3 ppm (condl.ción 1: luz 

continua; condición 2: fotoperiodo) y AIA 10 PP• y BAP O. 1 ppm 

(condición 3: luz continua; condición 4: fotoperiodo), todas las 

muestras correspondientes a los 7 días de iluminación 

presentaron una respuesta positiva a la proteína RUBISCO, en 

intensidad similar entre sí (evaluación visual), a una misma 

concentración de clorofila (figura 9) y mucho mayor que la 

del cnllo blanco (figura 8). Debe notarse que los callos 

incubados en la condición 3 (figura 9) son los que dieron 

una respuesta más intensa. 

Después de 12 días de iluminación, en la mayoría de 

las condiciones empleadas para inducir el enverdecimiento la 

intensidad de la seftal disminuyó (figura 9), indicando una 

disminución en la síntesis de la RUBISCO y/o una degradación de la 

misma, lo que f1nal=cnta se traduce en una inestabilidad de esta 

proteína. La inestabilidad sería, de mayor a menor, en los callos 

crecidos en la condición 1, luego en los callos de las 

condiciones 4, 3 y, finalmente, en los de la condición 2 en 

cuyo caso de hecho la seftal para la RUBISCO se incre•entó, 

denotando mayor estabilidad. 

El conjunto de estos resultados indica que en este tipo de 

callos con brotes, el régimen de horas luz y la relación 

auxina/citocinina probablemente originan una síntesis diferente de 
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Figura 8. Hd: extracto diluido __ de hoja (O. 0274 µg clorofila. 2 

µ1-
1
); He: extracto concentrado de hoja - (8.33 µg clorofila.2 

µ1-
1

); CB: extracto :de callo .blanco ( 0.1562- µg proteína. 2 µ1-1 ) ;­

CV: extractó de cáú~ organogénico verde (O. 0275 ;µg clorofila. 2 
-1 ' '··· ' · ···,. · > .··<- -. · . .· :··,. -. ·: ·: · · -1 

µl ); BSA:calbúmii;)a d~ suero de bovino_ (15 ¡ig_proteina:2 µ1 _ ). 
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Figura 9. Los callos de maíz (var. VS-22) fueron iluminados 

durante 7 y 12 días, bajo las siguientes condiciones: 1, medio R 

con AIA 10 ppm, BAP. O. 3 ppm; luz continua; 2, medi9· R con _AIA 10 

ppm, BAP o. 3 ppm, . fotoperiodo; 3, medio R con AÍA 10 ¡:i¡:irit, ,BAP o .. l 
ppm, luz. COf\tinúa; .·· 4, medio R con AIA·l~ p~~; '.BAP( o. i ppm, 

fotoperiodo;, El número . 5 corresponde _a •la• _.-mÜ~~tra •control 

negativo, BSA. 
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la proteína RUBISCO. 

La intensidad de la coloración contra la proteína RUBISCO en 

los cultivos del sistema A al día 7 de ilU11inación (figura 10) fue 

la siguiente (evaluación visual): los callos incubados en el 

medio 8 mostraron la mayor intensidad y, en orden decreciente, 

los incubados en los medios A, D, C y E. Es de hacerse notar 

que el nivel en los callos de los medloa , D. C y E es menor 

que el nivel en el callo blanco y en los extractos de hoja, pero 

superior al del control negativo hecho con BSA (figura 8). 

De los 7 a los 12 días de iluminación, la intensidad de la 

marca para la RUBISCO aumentó en todos los cultivos (excepto en 

los del medio D) y de manera muy especial en los que se 

resemltraron en el medio E (figura 10). 

Como una prueba exploratoria inicial, se buscó la presencia 

de la RUBISCO en cultivos "en placa" (sistema D) expuestos durante 

7 y 12 días a un fotoperiodo de 16 h luz (figura 10). Los 

resultados dieron una reacción positiva para ambos tiempos, 

intensificándose la ser.al en los 12 días. 

VI.5.3. Actividad enzimática de la RUBISCO. 

Respecto a las diferentes concentraciones finales de PEG que 

se utilizaron para precipitar la RUBISCO ( 17X, 21X y 35X), se 

e.ncontró que las dos primeras concentraciones precipitaron casi 

totalmente la RUBISCO, ya que en ambos casos .la distribución de 

la actividad de la enzima fue de un 97.SX en el precipitado y de 

un 2.SX en el sobrenadante. Además, utilizando PEG 17X, el 

porcentaje de recuperación de la actividad enzimé.tica en el 

precipl tado, en relación a la actividad presente en el 
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Figura 10. Las letras A, B, C, D y E lndican los diferentes medios -

de enverdecimiento y corresponden a los callos "en capa". El medio 

basal fue el R. A: AIA 10 ppm, cinetina O. 1 ppm, sacarosa 3%; B: 

cine tina O .1 ppm, - sacárosa 3%; C: cinetina O. 1 ppm, BAP o. 1 ppm, 

sacarosa 3%; D; AÚ fo ppm, cinetina o. 1 ppm, sacarosa 1%, lactosa 
. ' - . ·,_:.-: 

2%; E: cinetiná 0:·1 ppm, ·aAP 0.1 ppm, sacarosa 2% La letra· P se 

refiere a _los cultivos "en placa" incubados en un medio con AIA 10 

ppm, cirietlna_ O. Lppm y sacarosa3X. 
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sobrenadante original (lOOX), fue mayor (69X) que utilizando PEG 

21X ó 3SX (tabla VIII). 

Una unidad de enzima se consideró como la cantidad de enzima 

que catal1zó la fijación de µmol 14
C02 por minuto, a 2sºc, pH 

8. 1 La actividad especifica se reporta coao "Unidades. mg-1 

proteina total. Como se aprecia en la figura 11, la reacción fue 

lineal al menos por loa primeros 60 segundos. 

Al aplicar los pasos de semipurificación con PEG a los callos 

verdes control (CV) de maiz, que tenian brotes en su superficie, 

se pudo detectar actividad de la enzima RUBISCO en estos callos 

verdes con brotes, aunque su valor fue muy bajo: o. 00346 U. mg-1 

proteina total. En cambio, en ninguno de los callos "en capa" del 

sistenftl A ni de los cultivos "en placa" del sistema B , iluminados 

durante 7 y 12 días ,se detectó actividad enzimática de RUBISCO. 

De acuerdo al experimento realizado con los callos verdes 

que tuvieron 7.03 µg clorofila.g-1 peso fresco, esto significa que 

el método utilizado en la medición de la actividad enzimática 

de RUBISCO, puede proporcionar resultados positivos en 

muestras de callo sólo s1 en la mezcla de reacción se aplica 

una alicuota que contenga alrededor de 0.6021 µg clorofila. 

El nlvul de: cloroílla éi1 los c&.llos en qué no se dt:lt:ctó 

actividad de RUBISCO, comprendió un intervalo de O. 08 a 2. 24 µg 

clorofila. g-1 peso fresco, por lo que e,n el ensayo enzimático el 

nivel de clorofila contenido en las alícuotas afladidas a los 

medios de reacción varió de 0.0068 n 0.1918 µg clorofila. 

Los resultados relativos a la cantidad de clorofila 

sintetizada y a la presencia de la RUBISCO y su actividad 

enzimática en callos de maíz, auestran por lo tanto que la 

86 



TABLA VIII. EFECTO DEL PEG EN LA SEMIPURIFICACION DE LA 

RUBISCO EN EXTRACTOS CRUDOS DE HOJAS DE MAIZ (var. VS-22) 

Velocidad de fijación l( recuperación 
(U. :;.g-1 proteína total) (U,¡¡¡l- 1 ) 

,____. 
C<Vlcentración Fracc. Fracc. Fracción 

final de PEG en X preclp. sobrenadan te precipitada 

17 0.515 0.013 69 

21 0.452 0.010 58 

35 0.349 0.085 28 

Sobrenadante del 0.183 100 

extracto crudo 
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Flg. 11, Actividad enzimática do RUBISOO 
en hoJas de ma(z. 

µmol CH>21mg prote(na 
0.6 . 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

0.1 

o._~~-'-~~-'-~~-'-~~~~~_J_~~--t...~~--1 

o 10 20 30 40 
t (seg) 

La fuente de la enzima fua •I extraoto 
de hoJe aemlpurlfloado oon PEO. Se 
reallzaron 2 medlolon•• para oada tiempo. 
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acumulación de esta proteína y la de la clorofila no están 

correlacionadas y que la RUBISCO aunque está presente, es 

inactiva. 

VI.6. Estudios histológicos de los cultivos enverdecidos. 

VI.6.1. Callos con brotes. 

En los callos que se oxpusieron a un régimen de luz continua 

y que se incubaron en un medio que contuvo AIA 10 ppa, BAP O. 3 

ppm, a los 7 días de iluminación las células presentaron vacuolas 

de diferente tamafto, dlctlosomas, ribosomas, retículo 

endoplásmlco rugoso, mltocondrlas, amlloplastos, proplastldio" y 

cloroplastos en diferenciación, pero con un desarrollo aún pobre 

de tilacoides (fotomicrografia 1). A los 12 días, se volvieron a 

observar dictiosomas, ribosomas, retículo endoplásmico rugooo y 

m1tocondrias, pero no amlloplastos aunque si pequeftos cuerpos 

probablemente de reserva así como proplnstidios y cloroplastos en 

diferenciación con un sistema de meabranas internas más 

desarrollado que a los 7 días (fotomicrografia 2). 

En los callos expuestos a un régimen de fotoperiodo de 16 h. 

luz/8 h. obscuridad y que también se lncuba;on en un medio con AIA 

10 ppm, BAP O. 3 ppm, las células presentaron abundantes 

mitocondrlas, retículo endoplásmlco rugoso, rlbosomas, dlctiosomas 

y, n diferencia de los callos iluminados continuamente, organelos 

cuya disposición de ~embranas internas fue semejante a la de los 

cuerpos prolamelares, así como cloroplastos maduros del tipo 

mesófllo con grana bien desarrollados, tilacoides lntergranales y 

plastoglóbulos. También se detectaron lo que probablemente sea 

gránulos de reserva en el citoplasma y vacuola. Algunos 
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Fotomicrografía l. Proplastldios (A 12, 200 X) y cloroplastos en 

desarrollo (B 46,400 X) en células de callos de maíz (var. VS-22) 

con brotes en enverdecimiento, incubados en la condicióri 

(iluminación continua) durante 7 días. Las letras representan: (a) 

almidón, (am) amiloplastos, (cd) coroplasto en de.sarrollo, (m) 

mitocondria, (n) núcleo, (p) proplastldio, (pe) pared celular, (r) 
ribosomas, (t) tilacoides, (v). vacuola. 
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Fotomicrografía 2. Cloroplastos en desarrollo (A 14, 800 X; B 

22,200 X) en células de callos de maíz (var. VS-22) con brotes, 

incubados en la condición (iluminación continua) durante 12 

días. Las letras representan: (cd) cloroplasto en desarrollo, 

(cr) cuerpos de reserva, (d) dictiosomas, (m) mitocondria, (n) 

núcleo, (p) proplastidio, (pe) pared celular, (r) rlbosomas, (rer) 

retículo endoplásmico rugoso, (t) tilacoldes. 
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cloroplastos contuvieron gránulos de almidón (fotomicro¡rafia 3). 

No obstante, a los 12 días de exposición a la luz, las c6lulas de 

estos callos tuvieron pocas mitocondriaa, ribosomas y retículo, 

endoplásmico rugoso, pero más cuerpos de reserva, vacuolaa y un" 

cantidad relatl vamente alta de amUoplastoa. También contuvieron 

ciertos organelos, probablemente cloroplastos, que se 

distinguieron por la desorganización de sus membranas internas 

Loe cortes histológicos destinados a observarse por 

microscopia óptica, no mostraron la pre11encia de arreglos 

celulares específicos de la anatomía Kranz ni en los callos 

expuestos a luz continua ni en los expuestos a fotoperiodo. 

VI. 6. 2. Callos "en capa" (sistema A). 

Antes de que los callos destinados a resembrarse en el medio 

A fueran iluminados, sus células mostraron un citoplasma denso, en 

el que destacaron mi tocondrias, pequenas vacuo las, una vacuo la 

central, retículo endoplásmico rugoso, ribosomas, probables 

gránulos de reserva, dictiosomas, amiloplastos y proplastidios 

(fotomicrografia 4). 

En las células de los callos incubados en el medio A que se 

iluminaron por 7 y por 12 

mitocondrias, amiloplastos y 

d1as, se observaron rlbosomas, 

proplastidios aparentemente con 

tllacoldes empalmados, pero no lntratilacoidales, que habrían 

empezado a formar grana. El grado de desarrollo de estos supuestos 

t1lacoides fue ligeramente menor a los 7 (fotomicrografia S} que 

a los 12 dias de incubación. 

En las células de los callos incubados en el medio D por 7 

diae (fotomicrografia 6), se detectó la presencia de mitocondrias, 
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Fotomicrografía 3. · Organelo. semejan·t.; a un ~-~ioplasto>(A is, 200 ~) 
y cloroplastos maduros del tipo ñt~sÓr Ú~; .. srri (~f/600 X:Ór3o, 400 

::º:.::
01::.:;::.:' ,:1·;:;;;1'f ·.i~~~.~~~¡¡\t:;~titi-¡,:.CE 

letras representan: ca.J 'a1mN~rn· . c~J,r:º~c-dt~)·s.·_ ..• ~d··~1icmt·ª1.d0:.,us0rm:¡,:ª'··· ::· (g .. ) 
cuerpo pro lame lar, Ccd ,'cui::~Í>o · ~e:}.;~erv.i;: 

grana, Cm) mitocondria, Cnl ri¿b1eÓ, ''(pb}: Pared'• ~~li:ii"ar,> Cri 

ribosomas, (rer) ret9ic1üo.endoplásÍnico· :rugoso·;· 'Ct) 'tÜiÍ'é:6i'des;· 
( tg) tilacoides intergranales. 
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Fotomicrogr a fía. 4. Amiloplastos, proplastidios (A 6, 960 X), 

mitocondrias y dictiosomas (B 46, 400 X) en células de callos de 

maíz (var. VS-22) "en capa", sistema A, incubados en medio A (AIA 

10 ppm, cine tina O. 1 ppm, sacarosa 3%), antes de ser iluminados. 

Las letras representan: {a) almidón, (am) amiloplastos, (d) 

dictiosomas, {m) mitocondria, (n) núcleo, {p) proplastidio, (pe) 
pared celular. 
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Fotomicrografía S. Cloroplastos en desarrollo y ~miloplastos en 

células de callos "en capa", sistema A, incubados en medio A (AIA 

10 ppm, cinetina O. 1 ppm, sacarosa 3%), a los 7 (A 

46,800) días de iluminación. Las letras representan: 

(am) amiloplastos, (cd) cloroplasto en desarrollo, 

(pe) pared celular, ( t) tilacoides. 
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Fotomicrografia 6. Cloroplastos en desarrollo, mitocondrias y 

proplastidios en células· de callos de maíz (var. VS-22) "en capa", 

sistema A, expuestos a lá··luz en. medio D (AIA 10 ppm, cinetina O. 1 

ppm, sacarosa 1%, !aftosa. ZYo), · .durante 7 (A, 4, 000 X) y 12 dias 

(8, 15,200 X; C, 25,.,300'L'X;.j) ·1s,200 X). Las letras representan: 

(cd) cloroplasto en. d.~sarrollo, (cp) cuerpo prolamelar, (m) 

mitocondria, (n) núcleo;>(p) proplastidio, (pe) pared celular, (r) 

ribosomas, (rel) r"tículo endoplásmico liso, .(rer) 

retículo endoplásmico. rugoso, (t) tilacoides. 
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ret1culo endoplásmico liso y rugoso, probables cuerpos de 

reserva, proplastidios y cloroplastos con tilacoides que empezaron 

a empalmarse. A los 12 días de iluminación (fotomicrografía 6) las 

células de otros callos del mismo lote mostraron ribosomas, 

retículo endoplásmlco liso y rugoso, vacuolas, mitocondrias, 

proplastldios y cloroplastos en diferenciación semejantes a los 

desarrollados a los 7 días de iluminación. Probablemente la 

inclusión de lactosa a los medios de resiembra y de 

enverdecimiento permite solamente la diferenciación de los 

proplastidios en cloroplastos y no en amiloplastos. 

VI.6.3. Cultivos "en placa" (sistema B). 

Como quedó sefialado anteriormente, los cultivos en suspensión 

se distribuyeron homogéneamente en el papel sobre el cual se 

ap~icaron, mostrando una superficie uniforme y los cultivos "en 

placa" dieron una respuesta positiva para la RUBISCO; sin embargo, 

éstos no desarrollaron el tono verdoso exhibido por los callos 

"en capa". Debido a esto se decidió examinar la ultraestructura de 

las células de los cultivos "en placa". 

Se encontró qu~ a lo~ 7 días de ser irradiados, las células 

de estos cultivos no presentaron organelos ni estructuras 

reconocibles y a los 12 días fue evidente que ya muchas cltlulas 

se encontraban muertas, ya que prácticamente sólo se encontraron 

restos de membranas y vacuolas (fotomicrografía 7). De hecho, 

posteriormente so detectó que antes de que estos cultivos fueran 

sometidos a la luz, sus células revelaron la existencia de 

desajustes metabólicos ya que se observó que el citoplasma 

contenía un n'1mero pequel\o de organelos de entre los que se 
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Fotomlcrografía 7. Vista general de una célula de los cultivos de 

maíz (var. VS-22) "en placa", sistema B, incubados en un medio con 

AIA 10 ppm, cinetina O. 1 ppm, sacarosa 3% a los 7 (A 17,500 X) y 

12 (B 46, 000 X) días de iluminación. Las letras representan: (m) 

mitocondria, (pe) pared celular, (v) vacuola. 
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distinguieron mitocondrias y proplastidios (fotomicrografía 8). 

También se observó retículo endoplásmico rugoso. 

En la tabla IX se resumen los resultados obtenidos con los 

callos "en capa" de maíz (var. VS-22). 
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Fotomicrografía 8. Vista general de una célula (60,000 X) de los 

cultivos "en placa", sistema B incubados en un medio con AIA 10 

ppm, cinetina O. 1 ppm, sacarosa 3% antes de ser iluminados. Las 

letras representan: (m) mitocondria, (p) proplastidlo, (pe) pared 

celular, (rer) retículo endoplásmico rugoso. 
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Tabla IX. Niveles arbitrarlos de diferentes marcadores de la 

biogénesis del cloroplasto, en callos "en capa" de ma!z (var. 

VS-22) en enverdeclmlento a los 7 y 12 d!as de iluminación. 

Contenido de Presencia de Actividad enzimá- Desarrollo del 
• clorofila RUBISCO tlca de RUBISCO cloroplasto 

7 12 7 12 7 12 7 12 

A + +++ ......... +++++ - - + ++ 

B +++ +++ ++++ ++++ - - Nd Nd 

e ++++ +++++ + ++ - - Nd Nd 

D Nd +++++ + + - - ++ ++ 

+++++ 

E ++ +++ + ++++++ - - Nd Nd 

A, B, e, D y E indican los medios en que se incubaron los callos. 

Un mayor nl1mero de "+" indica más cantidad de clorofila 

sintetizada, de RUBISCO pru~~nte y de grado en el desarrollo del 
o 

cloroplasto. Nd: no determinado. : en este paráme.tro "+ y ++" 

representan un nivel igual al obtenido en callos blancos. -: no 

detectable. 
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VII. DISCUSION. 

En la primera serle de experimentos se enverdecieron callos 

con brotes de maíz de la variedad VS-22 y la respuesta de éstos se 

comparó con 11! de los callos con brotes de maíz de la variedad 

Tuxpefto, ya investigada (Solía et al. ,1989). habiendo sido 

iguales las condiciones hormonales y de fuente de carbono, en 

ambos casos. A los 12 días de llumlnaclón continua, los callos de 

la variedad Tuxpefto enverdecieron en una gran parte de 

su superficie y desarrollaron cloroplastos del tipo mesófllo 

y cloroplastos semejantes al tipo de la vaina vascular; sin 

embargo, en la variedad VS-22 sólo se presentaron pocas zonas 

verdes y cloroplastos en formación con algunos tilacoides 

(fotomlcrografÍa 2). Este diferencia podría atribuirse al 

genotipo el cual es uno de los factores que más afecta sobre 

las respuestas de embriogénesis y organogénesls, en cultivo ln 

vltro, particularmente en el caso de maíz (Duncan et al.,1985). 

Se podría objetar que el genotipo constituya la razón de la 

diferencia de respuestas encontradas entre las variedades VS-22 y 

Tux~fto, argumentando que pa~a al enverdeclmiento de la primera se 

utilizó una intensidad luminosa de 150 ¡.tE. m-2
• sag-1 y para el de 

la segunda una de 600 µE. m - 2
• seg-1 Sin embargo. utilizando 

intensidades luminosas de 80, 150, 205, y 250 ¡.tE. m-2
• seg-1 para 

callos de Portulaca oleracea (Kennedy et al. ,1977), cultivos en 

suspensión de GlycJne max (Gillot et al.,1991), plántulas de maíz 

(Ruffer-Turner et al., 1984) y callos de maíz (Aoyag! y 

Bassham,1986), respectivamente, se obtuvieron cloroplastos 

maduros con grana bien definidos, lo que parecería indicar que la 
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intensidad de la luz no seria el factor li•itante para el 

desarrollo de loe cloroplastos. Sin eabarso, sería naceeario 

probar el rango de luainosidad de 150 a 600 µE •• -a. eeg1
, 

sobre la superficie.de los callos, para saber si existe un umbral 

o intensidad óptima para este desarrollo. 

Se sabe que la viabilidad de las ae•illas disninuye en 

función del tiempo de almacenaje (Roberts,1983), por lo qua sería 

posible que la respuesta de enverdeci•iento diferencial entre 

las variedades VS-22 y Twcpefto se debiera a la duración distinta 

en el tiempo de almacenaje de las semillas de donde se 

obtuvieron los embriones maduros que originaron loa callos 

respectivos. 

En un mismo sisteaa, no se tienen antecedentes de 

comparación entre condiciones de iluminación con fotoperlodo e 

iluminación continua, para la biogénesis del cloroplaato. En este 

trabajo esto se llevó a cabo en callos con brotes incubados en 

las condiciones y 2 (luz continua y fotoperiodo, 

respectivamente, ambos con AlA 10 ppm, BAP o. 3 ppm) y, después 

de 7 días de lluminaclón, el desarrollo de algunos plast.1dioa 

' hasta la madurez y la síntesis de \!.."!.~ c~"lt1dad ralativamente 

alta de clorofila sólo se detectó bajo la segunda condición 

(fotoperiodo) (ver fotomicrografías 1 y 3 y figura 6), aunque la 

intensidad de la seftal para RlIBISCO (figura 9) fue bastante 

semejante en ambos casos. 

En contraste, en los callos incubados en las condiciones 3 y 

4 CAIA 10 ppm, BAP 0.1 ppm) que también representaron condiciones 

de luz continua y fotoperiodo, respectiv11J1ente, loa niveles 

de clorofila total alcanzados fueron los aiaaos a los 7 días, pero 
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la setlul de presencia de RUBISCO fue Wl poco mayor bajo luz 

continua. Lo anterior muestra que la respuesta de 

enverdecimiento ade1!111.s de responder al f'otoper iodo puede 

variar en f'unción de la composición horaonal del medio. Un 

enverdecimiento dif'erencial en intensidad, dependiente de la 

relación auxina/citocinina se encontró en los trabajos de Sánchez 

de Jiménez et al (1988) y de Solís et al (1989). 

El hecho de que la formación de los grana esté limitada por 

la acumulación de clorofila a (Mohr, 1977) puede explicar las 

dif'erencias encontradas en el desarrollo estructural del 

cloroplasto que arriba se setlaló para los callos incubados en las 

condiciones y 2, ya que los callos sontetldos a fotopericdc 

tuvieron 1.1 µg cloroflla a.g"1 peso fresco en tanto que los 

sometidos a iluminación continua tuvieron solamente 0.14 µg 

clorofila a/g peso f'resco. Esta misma razón se aplica al 

desarrollo alcanzado en los cloroplastos de los callos 

incubados en la condición 1, llwoinados continuamente, puesto·que 

de los 7 a los 12 días de exposición a la luz, se f'ormaron 

más tllacoides (ver f'otomicrografías 2 y 1) y mayor cantidad de 

clorof'lla a. 

Por consiguiente, paracc1·ía que la aplicación de un régimen 

luz-obscuridad, e11 comparación a uno de luz continua, desencadena 

más rápidamente tanto la conversión de la protoclorofila a 

clcrof'lla a y, consecuentemente, un mayor desarrollo de grana en 

los callos de maíz cuando estos se incubaren en un medio 

conteniendo AIA 10 ppm y BAP 0.3 ppm. 

En cuanto a la detección de la RUBISC:O, se observó que a 

excopción de los callos resembrados en la condición 2, la 
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tendencia de los callos resembrados en las condiciones 1, 3 y 4. 

fue una disminución en la intensidad de la seftal para esta 

proteína de los 7 a los 12 diae de lluainación (figura 9), 

indicando una disminución en su síntesis y/o un auaento en su 

degradación, alterando finalmente la velocidad de recambio. 

La RUBISCO parecería tener una mayor estabilidad en los callos 

incubados en la condición 2 y progresivamente una menor en los 

callos incubados en las condiciones 3, 4 y 1. 

La degradación de la RUBISCO en hojas parece ocurrir por dos 

medios distintos, de acuerdo a las hipótesis planteadas con 

respecto a la explicación de la senescencia de las mismas. Uno de 

el los ser fo su destrucción por proteinasas en el interior del 

cloroplasto en las fases iniciales de la senescencia, sin que 

el nllmero de éstos se alterara hasta esos monientos (Hiller y 

Huffaker, 1985). La otra posibilidad sería que la RUBISCO fuera 

degradada desde el !nielo de la senescencia por proteinasas 

localizadas en la vacuola, después de que el cloroplasto fuera 

incórporado y desintegrado por ésta, con lo cual el nümero de 

cloroplastos disminuiría también (Wlttenbach et al., 1982). Los 

resultados de la presente investigación no permiten afirmar por 

cuál de estos medios la RUBISCO pudo ser degradada. 

Es importante aclarar que la Intensidad tan fuerte para la 

RUBISCO que exhibieron los callos con brotes a los 7 días de 

lluminaclón (figura 9) y la exhibida por el callo verde control 

(figura 8, CV), no pueden representar la misma cantidad de RUBISCO 

que el extracto concentrado de hoja (figura 8, He) aunque éstos 

hayan emitido una seftal semejante a los otros, ya que en este caso 

en relación a los dos primeros, se aplicó un exceso de 300 veces 

105 



de contenido de clorofila lo cual debió generar una seflal mucho 

más intensa si hubiera existido un exceso de anticuerpos en el 

sistema de dot-blot. 

Los callos "<.n capa" sin brotes (sistema A) tuvieron la 

capacidad de diferenciarse puesto que en ellos se pudo apreciar la 

formación ·de cloroplastos en desarrollo (fotomicrograf!as 5 y 6) 

la presencia de la proteína RUBISCO (figura 10), y la 

acumulación de clorofila (figura 7). 

Los resultados aquí descritos en relación a la presencia de 

RUBISCO en callos, indican que, a los 7 días de iluminación, en 

los callos incubados ~n !os medios C, D y E (figura 10) y, a los 

14 días de 1luminación, en los incubados en los medios C y D 

(figura 10), existe un nivel igual o aun menor de RUBISCO que en 

los callos blancos (figura 8). 

Freyssinet y colaboradores (1984) encontraron que en Euglena 

gracJlJs la RUBISCO se encuentra presente bajo condiciones 

de obscuridad aunque en niveles muy bajos. Sin embargo, su 

presencia no ha sido reportada en plantas etioladas. Inamine y 

colaboradores (1985) sugirieron que en plántulas etioladas de 

chicha.ro podría existir la subunidad grande de esta enzima y Nato 

y colaboradores ( 1981) detectaron en cultivos en susponsión de 

tabaco, que antes de envcrdecerlos la subunidad pequefla ya está 

presente. Sin embarao, Aoyagi y Bassham ( 1986) no detectaron lo. 

presencia de ninguna de las subunidades en callos blancos de 

maíz. Por lo tanto, como se ut1lizaron anticuerpos contra la 

holoenzima, en los extractos de callo blanco y en los que 

mostraron una intensidad de la sella! para la RUBISCO igual o 

menor a ellos, pudo existir cualquiera de las dos subunidades de 
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dicha enzima. 

Dado que en los callos incubados en los medios A y B también 

se detectó un incremento en la intensidad de la respuesta para la 

RUBISCO de los 7 a los 12 días de iluminación y de acuerdo a lo 

anterior, probablemente sólo en los callos de los medios A, B y E 

debió existir la holoenzirna completa. Debe tenerse presente, sin 

embargo, que estos resultados son semi cuantitativos y las 

interpretaciones podrían tener otras opciones. Por ello sería 

importante que en experimentos futuros se realizara una 

evaluación cuantitativa de la RUBISCO, utlllzando por ejemplo el 

método de ELISA. 

La inducción dol carácter fotomlxotróf ico en la variedad 

VS-22 de maíz fue parte de un objetivo que no pudo lograrse. 

Este fracaso radicó en la falta de actividad enzimática de 

RUBISCO en los callos "en capa". Considerando los valores 

tan pcquo!los de actlvldad enzlmátlca de RUBISCO obtenidos en el 

grupo control realizado con un callo verde de 7. 03 µg 

clorofila. g"1 peso fresco y que dió una sella! intensa para la 

RUBISCO, no fue sorprendente la ausencia de actividad 

enz1mát1ca cm lo¡; callos 11 an capaº dal o1Ytama A ni an los 

callos con brotes, dado que el contenido de cloroflla en todos 

ellos fue rnenor, aunque en algunos la se!lal para la RUBISCO fue 

tan intensa corno en los callos control. 

Se sabe actualmente que la integración de las subunidades 

de la RUBISCO en formn de holoenzima activa requiere la 

presencia en el cloroplasto de unas proteínas llamadas 

chaperoninas (Ellls y van der Vles, 1991), de peso molecular 

aproximado de 60 kD que se unen a la subunidad grande de esta 
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enzi•a para •antenerla soluble y que ayudan a su enallllblaJe 

correcto con la subunidad pequella, produciendo la enzima 

RUBISC:O activa. Asiaisao, &0 ha deaoatrado (Salvucci et 

al., 1985) que una enziaa específica del cloroplaato, la 

RUBISC:O actlvaaa, catallza la activación da la RUBISCO ln 

vlvo. Esto querr!a decir, probableaente, que para que 

hubiera o.ctlvldad onzhu\tlca de RUBISC:O en loci callee de i=iz, 

se requeriría la presencia de estas proteinaa cuya aparición 

debería ser paralela al proceso de diferenciación y de 

~uya función dependería el ensaablaJe de lae subunidsdes de 

la RUBISCO y la activación de la holoenziaa. En estudio& 

posteriores sería conveniente deterainar loa niveles de estas 

proteínas a lo largo del proceso de 

callos. 

enverdeciaiento de los 

A pesar de que el valor aáxlmo de clorofila en los callos "en 

capa" fue aproximadamente 10 veces menor que inclU)ll1Ve el 

de los cultivos de callos con brotes que aenos clorofila han 

sintetizado (Sé.nchez de J i111énez et al. , 1988; Salís et al. , 1989), 

la distribución del tono verdoso exhibida por estos callos fue 

homogénea y su aparición sincrónica, lo cual constituyó la parte 

complementaria del objetivo arriba senalado. 

En relación a las horaonas, el hecho de que durante loa 12 

días de exposición de los callos a la luz, a6lo los del aedio A 

nuaentaron su contenido de clorofila y su seflal para la RUBISCO 

(mayor a la de callo blanco), adeús de haber presentado un 

desarrollo · en los tilacoides de los proplaatidloa en 

diferenciación, •uestra que el uso de una coabinación horaonal 

consistente en la auxina AIA y la citocinina cinet.lna, ea aeJor 
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que el uso de la cinetina sola o que el de dos citocininas Juntas, 

cinetina y BAP¡ 6sto independientemente de la fuente de 

carbohidratos ya que en ambos casos se empleó sacarosa 3X, para 

inducir la biogénesis del cloroplasto y de sus componentes 

internos. Esto sugiere que la auxina puede jugar un papel 

fundamental en la respuesta de enverdecimiento, además de la 

importancia ya reconocida por la mayoria de las investigaciones 

realizadas hasta ahora, en las que las citocininas son el 

tipo de hormonas frecuentemente aplicadas para inducir el 

enverdecimiento de manera exitosa. 

Respecto a la fuente de carbono, la !ncluslón de lactosa en 

el medio de enverdecimiento (medio D), a pesar de haber propiciado 

la mayor sin tesis de clorofila en los callos "en capa", pareció 

impedir la acumulación de la holoenzima RUBISCO. Se ha reportado 

(Sheen,1990) que la lactosa prácticamente no inhibe la expresión 

de ciertos promotores de genes de proteínas fotosintéticas, por lo 

cual esto significaría que dependiendo de la proteína 

fotosintética en cuestión, este disacárido originaria una 

inhibición diferencial sobre la expresión de los promotores 

respcct! vos. 

Por otra parte, la disminución de sacarosa al 2X (medio E) 

resultó mejor que su uso al 3% por permitir la acumulación de 

clorofila y favorecer una aetlal muy intensa para la RUBISCO. Lo 

anterior soria explicable por lo reportado en la literatura 

(Sheen, 1990), en cuanto a que la sacarosa inhibe la expresion de 

ciertos promotores de genes de proteínas fotosintéticas. 

La respuesta de los callos incubados en el medio E (cinetina 

O. l ppm, BAP o. 1 ppm y sacarosa 3:'.) fue mejor que la de los 
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incubados en el medio A CAIA 10 ppm, cinetina 0.1 ppm y 

sacarosa 3~). al menos por lo que a clorofila y especialmente a 

la presencia de RUBISCO se refiere. Atendiendo a este úl tlmo 

criterio, aunque en los primeros no se estudió la diferenciación 

del proplastidlo, es difícil pensar que los cloroplastos en 

formación presentes en ellos hubieran exhibido un desarrollo menor 

al de los cloroplastos de los callos del medio A, los cuales se 

encontraron en una etapa inicial de su formación. 

Como la biogénesls del cloroplasto fue más completa en los 

callos del medio A que en los del medio C (grupo control de los 

del El y más completa en los del medio E que en loa del medio A, 

es aceptable entonces afirmar que la concentración y tipo de 

fuente de carbono, más que la composición y relación hormonal, sea 

el factor limitante de la acumulación de clorofila y, sobre todo, 

de la apnrición de la RUBISCO. 

La inducción del enverdeclmlento de células en cultivo ln 

vltro de plantas Ct ha involucrado el manejo de callos bajo la 

forma li:regular con que estos crecen, con la presencia en su 

supe:-ficlc da ;;r:;onaa orgt1nogénicaa. De acuerdo a la 11 teratura 

consultada (Heyser y Nabors, 1982; Nabors et al., 1982; Aoyagl y 

Bassham, 1986a; Neumann y Bender, 1987; Nelson y Langdale, 1989; 

Solía et al., 1989) para el planteamiento del presente trabajo, 

éste sería el primero en hacer uso de un sistema de callo "en 

capa" sin brotes, para inducir su enverdecimiento. 

Los resultados aquí obtenidos revelan la ut111dad de este 

sistema: so propició un enverdeclmiento uniforme en intensidad 

(débil) y sincrónico, con lo que se evitó la coexistencia de zonas 

no diferenciadas, zonas enverdecidas y zonas en proceso de 

110 



dlferenclaclón, así como la de reglones de tono verdoso con 

diferente intensidad. Ademfls, la biogénesis del cloroplasto 

ocurrió lentamente, lo que facilita el estudio de los cambios que 

lo acompaftan desde las etapas Iniciales de su formación; mfls aún, 

muestra el potencial de desarrollarse progresivamente con lo cual 

se podrían investigar las posteriores etapas hasta la madurez. 

La ausencia de un mayor desarrollo estructural y bioquímico 

en los cal los del sistema A pudo deberse a que las relaciones 

de hormonas utilizadas no fueron las más adecuadas, y no tanto al 

tipo de hormonas, ya que las aplicadas fueron las que 

tradicionalmente han resultado benéficas para prácticamente todos 

los cultivos (Yamada et al., 1978; llorn et al., 1983; Solís el 

al., 1989). Otra causa pudo ser el empleo de una concentración de 

sacarosa relat.ivamente alta en el medlo de cultivo, aunado a la 

baja concentración de C02 en el aire y, probablemente también, 

debido a que la Intensidad luminosa aplicada fue baja. 

Dada la carencia de un sistema vascular en el 

sistema "en capa" que perml ti ría la translocaclón de fotoslntatos 

de los cloroplastos desarrollados en las reglones enverdecidas a 

las posible:; zonas no enverdecidas, (las cuales estarían 

funcionando como "centros demandantes"), entonces la producción de 

fotoslntatos excedería constantemente la capacidad de utilización 

de los mismos, lo cual originaría primero la acumulación de 

almidón en esos cloroplaslos y más larde la degeneración y escasa 

presencia de los mismos. Es interesante se~alar al respecto 

que la remoción de órganos demandantes causa un Incremento 

sustancial en la concentracJón de sacarosa de las hojas y una 

Inhibición severa de la fotosíntesis (Foyer,1988). 
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La ultraestructura de las células de los cultivos "en placa" 

(sistema B) reveló un estado metabólico alterado en las mismas 

desde el momento en que estos cultivos fueron establecidos 

(fotomicrografía 7). Esto sugiere que desde el estableci•iento de 

los cultivos en suspensión las células probablemente no se 

encontraban en condiciones adecuadas para sobrevivir. En la tabla 

VI se aprecia, por cierto, que no hubo cambio en el número 

total de células después de una semana de cultivo. A pesar do lo 

anterior, se logró observar la presencia de proplastldio& y se 

detectó una reacción positiva para la RUBISCO, de intensidad 

simllar a la emi tlda por las muestras de callos blancos. Por 

consiguiente, el cultivo en suspensión tendría que ser mejorado 

y los cul tlvos "en placa" quizá deberían primero ser adaptados 

al medio líquido y propiciar su crecimiento o cuando menos 

asegurarse de mantener su viabilidad, antes de utilizar el 

sistema B como un modelo de estudio de la biogénesis del 

cloroplasto. 

El .empleo del sistema B presenta ventajas para este tipo de 

lnvestlgaclón ya que está formado de una población celular más 

uniforme qu<> la del slst.,ma A. Además sería interesante porque 

plantearía un modelo para conocer la influencia de las uniones 

celulares en el proceso de diferenciación del cloroplasto. 

En los cultivos en suspensión existen agregados celulares de 

diferente tamaf'lo, pero también existen muchas células libres. Se 

desconoce si estas células libres. una vez reorganizadas como una 

"placa" en medio sólido, son capaces de reestablecer contactos 

citaplásmicos (plasmodesmos) entre ellas. A este respecta cabe 

sef'lalar que actualmente se ha enfatizado la importancia que puede 
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tener la comunicación entre células en procesos de 

diferenciación y morfogénesis (Knox, 1992; Poethig,1989; Robards y 

Lucas, 1990; Becraft y Freellng, 1991 l pero no se sabe su efecto o 

requerimiento para la biogénesis del cloroplasto. 
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VIII. CONCLUSIONES. 

l. En callos con brotes, el régimen de horas luz-Óbscuridad causa 

una respuesta diferencial en la biogénesis del cloroplasto, 

dependiendo de la relación auxina/citocinina. En un medio 

conteniendo AIA 10 ppm y BAP 0.3 ppm, un fotoperiodo de 16 h 

luz/8 h obscuridad es mucho más eficiente que la lluainación 

cont lnua, a 150 µE. m -2
• seg-1

, en promover el desarrollo del 

cloroplasto hasta la madurez. 

2. La RUB!SCO acumulada en callos con brotes está presente en 

niveles suficientes parn moGtrar actividad enzimática pero 

parece requerir de su ensamblaje y/o activación adecuados. 

3. En un medio de cultivo que contenga sacarosa 3r,, es necesaria 

la presencia de una au><ina (AIA) y una citocinina (cinetina) 

para permitir en mayor grado la biogénesls del cloroplasto, en 

callos "en capa". 

4. Una concentración de sacarosa relativamente baja (2r.), en la 

ausencia de otra fuente de carbono, es un factor importante 

Involucrado en la síntesis (seftal positiva) de la RUBISCO, en 

callos en proceso de enverdecimiento. 

S. Las mejores condiciones que condujeron a la biogénesis del 

cloroplasto fueron: incubación de los callos en medio R con 

cinetina 0.1 ppm y BAP 0.1 ppm como hormonas y sacarosa 2X como 

fuente de carbono y e><posición a la luz por 12 días a una 

intensidad luminosa de ISO µE. m-2
• seg-1

• 

6. El uso de callos "en capa" es un sistema que permite el 

enverdecimiento homogéneo y sincrónico de las células, lo cual 

lo hace propio para estudiar la biogénesis del cloroplasto. 
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IX. PERSPECTIVAS. 

Con el objeto de propiciar un mayor desarrollo en la 

biogénesis del cloroplasto en los callos "en capa" de maíz (var. 

VS-22) y decidir qué condiciones son las quo lo permiten, los 

futuros experimentos deberían comprender las siguientes 

modificaciones: un intervalo mayor de concentración de las 

hormonas manejadas paralelo a la apllcación de una baja 

concentración de sacarosa y una atmósfera enriquecida con C02. Es 

importante seflalar a este respecto que debería ponerse especial 

atención en lograr un equilibrio entre el metabolismo del 

cloroplasto funcionalmente maduro y el requerimiento de energía 

para el resto de la célula, con la idea de no generar una mayor 

cantidad de fotosintatos que los que se puedan consumir y así 

poder obtener un cultivo fotomixotróflco estable. Como lo anterior 

involucraría la utilización constante de los productos 

fotoslntétlcos, una alternativa para lograr esto seria la 

inducción de la división activa de las células enverdecidas. 

Igualmente deberían ensayarse intensidades luminosas de 150 

µE.m- 1 .seg-1 hasta 600 µE.m- 2 .seg-1
• Es posible que también 

convenga permitir la exposición de los cultivos a 

periodos mayores a los 12 días, ya que en este 

biogénesls del cloroplasto y la síntesis de sus 

la luz por 

trabajo la 

componentes 

Internos mostraron una tendencia a proseguir de los 7 a los 12 

días de Iluminación, en cuanto a la formación de tllacoldes, 

clorofila total y RUBISCO. 

Asimismo, en todos los casos debería analizarse el estado de 

diferenciación ultraestructural del cloroplasto. Además, si de 
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dlferentes tratamlentos se desea eleglr el mejor y sobre éste 

hacer modlflcaclones ndlclonales, el crlterlo de elecc16n debería 

ser el contenldo de cloroflla total en lugar de la apreclnc16n 

vlsual. De lgual forma, la t6cnlca hlstol6glca para mlcroscopía 

6ptlca tendrá que ser modlficada para conservar íntegramente los 

arreglos celulares en el callo y evltar la llsls de las células. 
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XI. APENDICE. 

Soluciones stock del medio Murashige-Skoog (1962). 

Solución Composición g.L-1 Cene. final en 

medio R (mg.L-1) 

A CaCl2.2H20 44.0 440 

B NH4N03 16.5 825 

KN03 19.0 950 

c KI 0.083 0.83 

C0Cl2.6H20 0.0025 0.025 

D KH2P04 17.0 170 

H3B03 0.62 6.2 

Na2Mo04.2H20 0.025 0.25 

E MgS04.7H20 18.5 185 

MnS04.H20 0.9457 9.457 

CUS04. 5H20 0.0012 0.012 

ZnS04. 7H20 0.43 4.3 

F FeS04.7H20 2.784 27.8 

EDTA.Na.2H20 3.726 37.2 

G Inositol 10.0 100 

H Ac. nicotínico 0.1 0.5 

I Tiamina 0.2 l. o 

J P!ridoxina 0.1 0.5 

K Glicina 1. o 2.0 
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Preparación del medio R. 

Solución stock ml.L- 1 medio 

A 10 

B 50 

e 10 

o 10 

E 

F 

G 

H 

J 5 

K 2 

Hidrollzado de caseína 200 mg 

Sacarosa 30 g 

MCPP 4 mg (R4) 

2 mg (R2) 

Cinetina 0.01 mg (R2) 

Agar 7.5 g 
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Soluciones stock del medio N5 (Chu et al.,1975). 

Solución Composición g.L-t Conc. nnal 

en N5 (ag.L-1) 

1 CaCl2.2H20 16.60 166 

2 KN03 28.30 2830 

3 KI 0.08 0.8 

KH2P04 40.00 400 

H3B03 0.16 1.6 

4 HgS04.7H20 18.50 185 

HnS04.H20 0.33 3.3 

ZnS04. 7H20 0.15 1. 5 

F FeS04. 7H20 2.78 27.84 

EDTA.Na2.H20 3.72 37.26 

H Ac. nlcot!nlco 0.10 0.5 

l Tiamlna 0.02 0.1 

J Plrldoxlna 0.10 0.5 

K Glicina l. 00 2.0 
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Soluciones stock adicionales al medio N•cc (cocteles) 

Solución Composición mg.100 ml-t 

1 Glicina 10 

2 TI amina 10 

3 Gl iclna 20 

!nos! tal 1000 

Ac. nicot1nico 5 

Piridox!na 5 

TI amina 10 

.4 Gllclna 200 

Asparaglna 100 

Ac. aspártlco 75 

Arglnlna. 600 

Urea 450 

Tlamlna 10 

Ac. nlcot ínlco 10 

Plrldoxlna 10 

Ac. fóllco 10 

Biollna 10 - \··.· 

Riboflavlna l. o 

Ac. glulámlco 75 

Inosllol 450 

5 Adenlna 100 

l12S04c 5 gotas 
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Preparación del medio N6. 

Solución 

2 

3 

4 

F" 

11 

J 

K 

Sacarosa 

Agar 

30 g 

. 7.5 g 

Para el medio N6cc, además de lo anterior, se anadló: 

soluciones ce ml. L - i medio 

1 10 

2 9 

3 10 

4 10 

5 10 

asparaglna 150 mg 
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Concentración de hormonas en los medios de inducción 

y de resiembra indicados en las tablas I y II. 

Medio de hormonas medio de hormonas 

inducción Cmg.L- 1
) resiembra (mg.L- 1

) 

1 (N6) HCPP 4 1' (N6) HCPP 2 

clnetlna 0.01 

2 (N6) HCPP 2 2' (N6) HCPP 2 

clnetlna 0.01 

3 CN•) HCPP 2 3' (N•l HCPP 2 

clnetlna O. 01 clnetina O.O! 

4 (N6) HCPP 4" 4' (N6) HCPP 2 

clnetlna O.O! 

5 (No)cc HCPP 4 5' (N6)cc HCPP 2 

clnetlna O.O! 

6 (R) HCPI' 4 6' (R) HCPP 2 

clnetlna O. 001 clnetlna 0.1 

7 (R) HCPP 6 7' (R) HCPP 2 

clnetlna O. 001 clnetlna o. 1 

B CRJ HCPP 8 8' (R) HCPP 2 

clnetlna O. 001 clnetlna O.! 

9 (R) HCPP 4 9' (R) HCPP 2 

clnellna 0.01 

10 (R) HCPP 2 ------ ------
11 (Rl HCPP 2 ------ ------

(fotop. 16 h luz). 
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Concentración de hormonas en los medios de inducción 

y de resiembra indicados en las tablas 1 y 11. 

Medio de hormonas medio de hormonas 

inducción (mg.L- 1 ) resiembra (mg.L- 1 ) 

1 (No) HCPP 4 1' (No) HCPP 2 

cine tina 0.01 

2 (No) HCPP 2 2' (No) HCPP 2 

clnetina 0.01 

3 (No) HCPP 2 3' (No) HCPP 2 

clncllna O. O! clnetlna 0.01 

4 (No) HCPP 4 4' (No) HCPP 2 

cine tina 0.01 

s (No)cc HCPP 4 s· (No)cc HCPP 2 

clnetlna 0.01 

6 (R) HCPP 4 6' (R) HCPP 2 

clnctlna O. 001 clnetlna 0.1 

7 (R) HCPP 6 7' (R) HCPP
0

2 

c!nctlna O. 001 clnetlna o. 1 

8 (R) HCPP 8 8' CR) HCPP 2 

cinc tina O. 001 cine tina 0.1 

9 (R) HCPP 4 9' (R) HCPP 2 

clnetlna O.O! 

10 (Rl HCPP 2 ------ ------
11 (R) HCPP 2 ------ ------

(fo top. 16 h luz). 
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