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I. RESUMEN.

El objetivo fundamental del presente trabajo consistié en
inducir el enverdecimiento homogéneo y sincrénico asf{ como el
caradcter fotomixotréfico en callos de maiz (Zea mays L.) de la
variedad VS-22, bajo diferentes condiciones hormonales y de fuente
de carbono. Para ello se estableclé un modelo consistente en una
"capa delgada" de callo, sin la presencla de réglones
organogénicas visibles (brotes), colocada sobre la superficie del
medlo y se evalué el contenido de clorofilas totales, la
proporcién de clorofilas a/b, el desarrollo ultraestructural del
cloroplasto, la presencia de la protreina RUBISCO (ribulosa
bifosfato carboxilasa-oxigenasa) y su actlvidad enzimdtica de

- carboxilacién, a los 7 y 12 dias de exposicién a la luz.

Los resultados mostraron que el medio que contuvo clnetina
0.1 ppm, BAP 0.1 ppm y sacarosa 2% condujo a un mejor desarrollo
de la biogénesis del cloroplasto. Aparentemente, el tipo y la
concentracién del azucar empleados Juegan un papel importante
Junto con la composicién hormonal en la formacién de estos
plastidios.

El sistema de callo "en capa", por enverdecer homogénea y
sincronicamente, constituyé un modelo Gtil para estudiar la
biogénesis del cloroplasto; sin embargo, se logré un desarrollo
que comprendié uUnicamente sus fases iniclales. De hecho, no se
detecté la actividad enzimatica esperada de lla RUBISCO, sino
solamente la presencia de la protefna correspondiente. Se discute
la probable causa de esta falla

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



placa" que involucré la disociacién de las células de los calloes
en un cultivo en suspensién y gque posteriormente fueron
reorganizadas en un medio sélido como “placa". Este modelo parecié
ser Util para realizar estudios de biogénesis del cloroplasto,
pero mostré deficlencias metabélicas originadas probablemente

desde el establecimiento de los cultivos en suspensién.



II. INTRODUCCION.

Existen dos principales enfoques experimentales para
estudiar la bilogénesis del cloroplasto. El primero de ellos y el
mds frecuente consiste en permitir el desarrollo de pléntulas en
obscuridad completa por varios dias sometléndolas después a
{luminacién continua (Bradbeer, 1981). El proceso  de
enverdecimiento que se produce va en paralelo con la formacién de
los cloroplastos. Sin embargo, en este caso existe el
Inconvenlente de que los cloroplastos surgen de organelos que
ya presentan clerto grado de diferenclacién: los etioplastos. En
el segundo enfoque, las plantas en estudio crecen bajo un régimen
determinado de horas luz-obscuridad conslderando que aquéllas
emergen del suelo bajo condiciones de varifaclén diurna de luz
(Leech et al,1973), por lo cual este constituye un sistema natural
del desarrollo del cloroplasto en el que este organelo puede
estudiarse desde 1a etapa de proplastidio aprovechando el
gradiente en edad celular que presentan las hojas de plantas
monocotiledéneas, de la base a la punta. A pesar de que la vasta
informacién que se ha generado con ambos enfoques es muy
interesante, dificilumcnte permite integrar un esquema completo del
desarrollo de la maquinaria fotosintética del cloroplasto,
debido a que los reportes existentes provienen de una variabilidad
grande de modelos: hojas con caracteres metabélicos de tipo Ca 6
de Cs, diferentes segmentos de hojas (edad de las célbulas) y
diferentes condicliones ambientales (Crespo et al.,1979; Robertson
y Laetsch, 1974; Bradbeer, 1981).

El cultivo in vitro de células vegetales, ya sea en forma de



callo o como cultivo en suspensién, proporciona también otro
sistema para el estudlo de la blogénesis del cloroplasto, ya que
al estar constitufdo por un conjunto de células desdiferenciadas,
puede Inducirse su diferenciacién biloquimica a través de
manipulaciones de factores quimicos (hormonas, fuente de carbono)
y fisicos (luz, calor). Aquf el proceso ocurre a partir de
proplastidios por lo cual en este sistema se puede anallizar 1la
biogénesis del cloroplasto desde su origen. Ademdas, el modelo
permite realizar manipulacliones genéticas en las células y en
estos organelos e jintentar regenerar plantas transformadas a
través del proceso de organogénesis.

Las células de los cultivos fotomixotréficos poseen la
capacidad de slintetizar clorofila, desarrollar cloroplastos, y
asimilar COz, pero su crecimiento sostenido depende del
suministro exdégeno de azicares como fuente de carbono (Nagal et
al., 1989 3. Este estado metabélico 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 camblo, las células
de los cultives fotoautotréficos, por no requerir de un
suministro de fuente de carbono adicional al COz2 ambiesntal para
poder crecer, mostrarfan un estado metabdlico semejante al de una
hoja madura (Turgeon, 1989).

Es importante resaltar que la mayorfa de los cultivos in
vitro fotoautotréficos que se han estudiado derivan de plantas C3
{(Neumann y Bender, 1987). Probablemente el fracaso en el
establecimiento de cultivos fotoautotréficos y el éxito parcial

en el de los fotomixotréficos de plantas Ce¢, se debe en parte a



que el metabollsmo del carbono en sus cloroplastos es bastante
mds complejo en relaclén al que presentan los cloroplastos de
plantas C3. Es importante considerar también que en los cultivos
in vitro no existe la presencia de un 6rgano demandante al que se
transloquen los fotosintatos formados, 1lo cual debe tenerse en
cuenta en el equilibrio metabélico que se espera obtener al
tratar de establecer cultivos de tipo fotomixotréfico
y fotoautotréfico.
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 concentracién en la zona de
contacto con el medio de cultivo y disminuye de ahfi hacla la
superficie del callo. Ademds, por ser los callos de estructuras
irregulares, sus células no enverdecen de manera simultéinea
cuando son expuestos a la luz. Esto probablemente
también se debe a que las células que los constituyen
son metabélicamente heterogéneas por lo que su respuesta a
inductores de la biogénesis de los cloroplastos no puede ser
sincrénica y homogénea.

Dentro de este contexto y en base a la importancla de lograr
un cultivo in vitro de mafz, planta de metabolismo tipo Ca,
que permita el estudio de la diferenciacién y desarrollo de
cloroplastos degde su origen, en el presente trabajo se

establecieron les sigulentes objetivos generales:

1. Lograr la obtencién de un cultivo In vitro homogéneo de
células de maf{z, de grosor y superficle uniformes, que enverdezca

sincrénicamente y que adquiera el caradcter fotomixotréfico.



2. Aportar conoclmiento acerca de los eventos bloquimicos que
ocurren durante el proceso de biogénesis del cloroplasto en este

sistema.

Como obJetivos particulares se estableclieron los siguientes:

1. Establecer un modelo de cultivo in vitro de callos de
maiz, en forma de una “capa delgada" uniforme, sobre la superficile

del medio sélido (sistema A).

2. Determinar en los cultivos del sistema A, el efecto de los
siguientes factores sobre el enverdecimiento sincrénico y el
proceso de biogénesis del cloroplasto: tipo de hormonas, luz

(intensidad luminosa) y fuente de carbono.

3. Estudlar los siguientes pardmetros durante el proceso de
diferenciacién del cloroplasto, en el sistema A:
a) el contenido de clorofilas totales.
b) 1z rclaclén cuantitativa de las clorofilas a/b,
c) la presencia de la protefina RUBISCO (ribulosa bifosfato
carboxilasa-oxigenasa),

d) la actividad de la enzima ribulosa bifosfato carboxilasa.

—- =

e) la ultraestructura del cloroplasto en desarrollo.

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

mafiz, mAs homogéneas en tamafio que el sistema A, proveniente



de células disociadas en cultivo en suspensién y colocadas
en forma de “"placa" sobre la superficle del medio sélido
(sistema B), para su eventual utilizaclién en estudlos

de enverdecimiento.




II1.ANTECEDENTES.

III.1. Via C4 de fljacién del carbono.

Hasta el afio de 1966 se sabfa que la via por la cual el
bi6éxido de carbono era fijado e incorporado en azucares en todos
los organismos fotosintéticos, era la via del "Ciclo de Calvin" o
"Ciclo de Reducclén del Carbono Fotosintético” (CRCF) y a las
plantas que en ellas ocurrfa se les llamé plantas C3 (Robinson y
Walker, 1981). Sin embargo, después de clertos estudios se llegéd a
la formulacién de una nueva via de fijacién, la via C4, en la cual
el CO2 queda primero incorporado en un acido de cuatro carbonos y
subsecuentemente en el Ci del 3-fosfoglicerate, come sucede en el
CRCF (Hatch et al.,1967).

La via Cs de f1ljacién del carbono consiste en tres pasos
principales los cuales ocurren en dos tipos de células y en mas de
un compartimiento celular: a) carboxilacién para dar 4cldos de 4
carbonos en las células del meséfilo, b) descarboxilacién del
dcido de 4 carbonos en las células de la valna del haz vascular y
donacién del CO2, con algunas diferencias en los patrones de
descarboxilacién segin la especie y c) fijacién a través del ciclo
CRCF en el cloroplasto de las células del haz vascular (Edwards y
Huber, 1981). La relacién entre ambas vias de fijacién en plantas

C4 se muestra en la figura 1.

II1.2. Tipos de plantas Csd.
Existen tres grupos basados en los diferentes mecanismos de
descarboxilacién que actuan sobre los 4&cldos de 4 carbonos

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



CELULA DEL MESOFILO.

citosol
cloroplasto
€Oz + H20 —3 H® + HCO 3
PEP ¢ PEP
HCO™3 AMP + PP{
P1 ATP + Pj.(J
aspartato ¢ OAA > OAA Ca
NADPH T
NADP
malato ¢—-—-ri- ma\l’ato
A\ 4
CELULA DE LA VAINA DEL HAZ VASCULAR
cltosol
v
Cs
cloroplasto
»Ca > C3
A
almidén 2
RuBP
CRCF 3-PGA
oue o
sacarosa ¢— DHAP ¢ ]

Figura 1. Esquema simplificado del flujo de carbono en el ciclo
Cs de filjacién del CO2. (Modificado de Edwards y Huber, 1981).




a) Tipo enzima milica dependiente de NADP (E.M.~NADP). En este
grupo de especies C¢, el malato se forma en las células del
meséfilo y se transporta hacia las células de la valna del haz
vascular en cuyos cloroplastos se descarboxila por una enzima
midlica dependiente de NADP. En esta reaccién se crea un poder
reductor (NADPH) y el COz que también se forma, se utiliza en el
CRCF en tanto que el piruvato regresa a las células del
meséfilo para regenerar fosfoenolpiruvato. Lo anterior se
ilustra en la figura 2.

A este tipo pertenecen, entre otras, las siguientes
especies: Zea mays, Sorghum bicolor, Saccharum offlcinarum y
Digitarfa sanguinalls, algunas de las cuales han reclbldo
particular atencién por su importancia agricola (Hatch et

al., 1975).

b) Tipo enzima malica dependiente de NAD (E.M.-NAD). Este
sistema descarboxilante estd caracterizado por el paso del
aspartato de las células del meséfilo a las mitocondrias de las
células de la vaina, en donde se convierte en oxalacetato, luego
en malato y y este se descarboxila por una enzima malica
dependlente de NAD. El CO2 pasa de la mitocondria al cloroplasto
y el piruvato sale de ella al citoplasma y regresa al meséfilo
como alanina. Esto se muestra en la figura 3. Panicum
miliaceum, Portulaca oleracea, Amaranthus retroflexus y Atriplex
spongiosa son algunos de los representantes de este tipo de

plantas Ca (Hatch et al.,1975).

c) Tipo fosfoenolpiruvato-carboxicinasa (PEP-CK). Como las

10



Citoplasma de la célula de la vaina del haz vascular.

cloroplasto
almidén

sacarosa

> »RuDP

Ctrlosa &——————— 3-PGA

fosfato
NADP NADPH CO2
malato u » piruvato

E.M.-NADP

célula del meséfilo

Figura 2. Reaccliones de la via C4 de la fotosintesis, en las
células de la vaina del haz vascular en especies C4 del subgrupo
enzima malica 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
almidén
4
CRCF sacarosa
C02
L
mitocondria
malato
~
2
NADH
L4
piruvato DAA
N
C glutamato
] >
2-oxoglutarato
<
alanina l aspax:tato
v
célula del meséfilo

de la fotosintesis, de las

Figura 3. Reacciones de la via Ca
del sugrupo

células de la vaina del haz vascular en especles C¢
enzima malica dependiente de NAD ("tipo E.M.-NAD"). 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. Ademis, el
oxalacetato es directamente descarboxilado por 1la fosfoenol
piruvato~carboxicinasa a expensas de ATP y el COz difunde al
cloroplasto.Aqu{ también es la alanina 1la que sale de las
células para regenerar PEP en la vaina , como se aprecia en la
figura 4 . Algunas de las especies de este tipo de plantas son:
Panicum maximum, Chlorls gayana y Sporobolus fimbriatus (Hatch

et al.,1975).

II1.3. Desarrollo de la anatomiza Kranz.

En plantas Ca monocotiledéneas y dicotiledéneas, el sistema
vascular es una red alrededor de la cual dos tipos de células
fotosintéticas estan arregladas en un patrén conocido como
anatom{a 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 estdn rodeadas por otra capa de células, las del
mes6filo (Laetsch,1974). Como las hojas de las plantas C4 estan
muy vascularizadas, sus venas estan frecuentemente separadas por
tan sélo cuatro células fotosintéticas: contiguas a las venas,
se encuentran las células de la vaina y, entre éstas, dos células
del meséfilo. Ademas, pueden existir espacios Intercelulares
(Brown, 1975).

Las células de 1la vaina del haz vascular tienden a ser
clilindricas, grandes, de pared gruesa, acumulan almidén y tienen
numerosos cloroplastos los cuales pueden presentar una

distribucién centrifuga, centripeta o uniforme en el cltoplasma en



Citoplasma de la célula de la

vaina del haz vascular

cloroplasto
almidén
sacarosa
<
( CRCF
24
CO2

PEP <&
ADPD
ATP
v
piruvato mitocondria OAA

( glutamato A—>
2-oxoglutarato

alanina aspartato
ol

célula del meséfilo

Figura 4. Reacclones de la vfa Cs4 de 1la fotosintesis, en las
células de la vaina del haz vascular en especies C4¢ del subgrupo
fosfoenol piruvato carboxicinasa ("tipo PEP-CK"}. Fuente: Hatch et

al.,197S.
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relacién a las venas contiguas de las células en que se
encuentran. En las plantas del tipo E.M.-NADP se encuentran
orientadog centrifugamente y son agranales, en las del tipo
E.M.-NAD, centripetamente y, en las del tipo PEP-CX, distribuidos
por todo el citoplasma., Se desconoce la importancia de tales
arreglos. Las células del meséfilo son similares en
apariencia a las células del clorénquima de plantas C3a con
abundantes cloroplastos granales y generalmente sin almldén.
En general, existe un menor numero de células de la valna
que de células del meséfile (Laetsch,1974; Brown, 1975).
La figura 5 muestra la anatomfa Kranz.

Las hojJas de las plantas Cs¢ son érganos que derivan de dos
(monocotiledéneas) o tres capas (dicotiledéneas) mas externas del
meristemo apical del tallo. Las divisiones celulares en el
primordio follar son primariamente anticlinales, de manera que las
células resultantes de la capa mas externa (L.1) del Aapice, forman
la epidermls de la hoja en tanto que las células resultantes de
las capas subsuperficlales (L2 y L3) forman el meséfilo, a partir
del cual surgen los meristemos del procdmbium que originaran al
sistema wvascular (Nelson y Langdale,1989). Existen datos que
involucran a los reguladores del crecimiento, particularmente
particularmente auxinas, en la diferenciacién vascular pero se
sabe muy poco acerca del inicio de las divisiones celulares
localizadas que dan a las venas una posicién discreta
(Alont, 1987). Las células derivadas de la capa L1 que forman la
epidermis, generan “"células acompafiantes” fotosintéticas pero
también pueden dividirse periclinalmente y generar células

que se diferencien como células fotosintéticas del meséfilo

15



Figura 5. Fotomicrografia al microscopo de luz (1397 X) mostrando

la anatomia Kranz de una héja de Pennisetum'\anie_ricahyum,‘ ‘plantaCa,

en seccién transversal, (E) epidermis; - ascular;: (VV)

del ine;éfilo.

celulas de la.vain az-vascular;

16



(Nelson y Langdale, 1989).

Las células de la valna vascular pueden surgir de divisiones
en el procambium o de divisiones en el meséfilo. 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 procambium, mientras
que las plantas del tipo E.M.-NAD y PEP-CK exhiben una doble
vaina. La vaina interna, la cual no es fotosintética, deriva del
procambium pero la externa que s{ es fotosintética, deriva de las

células del mes6filo (Nelson y Langdale, 1989).

II11.4.Biogénests del cloroplasto.

El conocimlenlo actual de la blogénesis del cloroplasto ha
derivado de dos modelos experimentales. En el primero, las
plantulas crecen en condiclones de obscuridad por varios dfas y
después son irradiadas continuamente con lo cual se provoca su
enverdecimiento y formacién de cloroplastos. No obstante, cuando
se aplica la luz el proceso parte de un organelo con cierto grado
de diferenciacién: el etioplasto (Bradbeer,1981). En cambio, en el
segundo modelo la biogénesis del cloroplasto se estudia a partir
de organelos no diferenciados: los proplastidios, ya que en este
caso las plantas se desarrollan en condiclones de variacién
luz/obscuridadde 1luz y esto representa una situacién que
refleja con mayor fldelidad los procesos que ocurren de manera
natural en la hoja (Leech.et al,1973).

En monocotlledéneas, el meristemo basal genera filas de
células que permanecen alineadas de la base de la hoja a la punta.
La diferenciacién celular procede en una direccién basipétala. Las

células localizadas hacia la punta son las mds maduras y contienen
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cloroplastos fotosintéticamente desarrollados por completo,
mlentras que las células locallzadas hacia la regién basal,
presentan y cloroplastos en estadios tempranos del
desarrollo (Miranda, 1981).

En las células de los meristemos follares los plastidios
existen en la forma de proplastidios que son organelos esféricos
no diferenclados de 0.5~1.0 um de diametro y que normalmente
tienen un origen materno durante la formacién del cigoto.
Practicamente no tienen membranas internas aunque s{ bajas
cantidades de DNA, RNA, ribosomas y protefnas solubles
(Mullet, 1988).

Utlilizando la segunda hoJja de plantas de mafz (Leech et
al., 1973) se observé que entre los 0.4 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 um de largo y 0.5 a 1.2
um de ancho. La mayorfa tiene un pequefio 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 relaclén a su conformacién inilclal.
Aunque los cuerpos prolamelares slguen estando presentes, ahora
son mas pequefios y varlos grana presentan de cuatro a seis
compartimientos. Ademds, en esta regién los plastidios se empiezan
a dividir., En una zona distal (5-6 cm a partir de la base) la
diferenciacién en cloroplastos granales del mesdéfilo y agranales
de la vaina del haz vascular, toma lugar. Ambos tipos de
plastidios son similares en forma y tamafio con un ancho de
alrededor de 2 um y cerca de 4 um de iargo. Ya en la seccidn de

la punta de 1la hoja, todos los cloroplastos estidn mas grandes
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que en la seccién precedente. Los cloroplastos del mesofilo
son mas comple jos en estructura ¥y composicién  granal
ocurriendo lo contrario en los de 1la vaina del haz, que
ahora estan muy elongados y con forma de cono en los extremos.

Durante el crecimiento de 1la hoja en la obscuridad
(Bradbeer,1981), los proplastidios se transforman en etioplastos,
cuyos rasgos prominentes son los cuerpos prolamelares que
consisten en una rejilla regular de tUbulos; éstos contlenen
lipidos y proteinas que son reserva de materlales para la
formacién de los tilacoides. Los tubulos del cuerpo prolamelar
estadn conectados a un nimero de protilacoides perforades. Los
etloplastos de maiz son dimérflcos (Ruffer-Turner et al.,1984).
Los del haz de la vaina contlenen varios cuerpos prolamelares y
los protilacoides estdn orientados como haces paralelos; en
contraste, los de las células del mes6flilo contienen cuerpos
prolamelares grandes ubicados en el centro con los protilacoides
orientados irregularmente.

Al transferir las pléantulas crecidas en obscuridad a
lluminacién continua (Bradbeer,1981), 1los cuerpos prolamelares
plerden su apariencia regular cristalina y rapidamente plerden su
volumen aumentando las membranas de los tllacoides. En los
cloroplastos de 1la vaina del haz la formacién de novo de
tilacoldes se completa entre las 12 y 24 horas después del
comienzo de la iluminacién, en tanto que para las del meséfilo
hasta las 72 horas., Estas respuestas se han observado al crecer
plédntulas de maiz en la obscuridad por 14 dfas y luege 1luminarlas
con luz fluorescente (63 uE.m'z.seg"). Bajo estas condiciones

también se observa que los cloroplastos de la valina del haz



vascular son cas! completamente agranales en tanto que los del
meséfilo son granales (Ruffer-Turner et al.,1984).

En cebada (Robertson y Laetsch,1974), durante la transicién
de etioplasto a cloroplato, como en la transicién de proplastidio
a cloroplasto, también ocurre un aumento en el tamafio y nimero de
plastidlos, independientemente del grado de desarrollo del
etloplasto. El aumento puede ir de 10 proplastidios en células
meristematicas a 65 cloroplastos en células maduras del meséfilo.
Adem&s, parece que el numero de cloroplastos por célula aumenta
proporcionalmente con incrementos en el tamafio de é&sta, ocupando
una proporcién constante de la misma.

Se ha sefialado que el incremento en volumen de los
proplastidios puede ser de mis de clien veces y en células maduras
. del mes6filo los cloroplastos pueden explicar un gran porcentaje
del volumen citoplésmico. El aumento de volumen en los plastidios
provendria de la acumulaclén de proteinas, lipidos y cofactores
requeridos para la fotosintesis y derivados de un numero de vias
biosintéticas activadas durante la biogénesis del cloroplasto. En
monocotiledéneas, en general, el aumento del volumen
de los cloroplastos sigue una cinétlica sigmolde que al final decae
durante la senescencia de la hoja (Mullet,1988).

Existe un gran nimero de macromoléculas que se sintetizan y
acumulan durante la biogénesis del cloroplasto, las cuales
intervienen en las reacciones obscuras o en las luminosas de 1la
fotosintesis. Mayfield y Taylor (1984) analizaron la épariclén de
protefnas relaclonadas con los eventos fotoquimicos de la
fotosintesis en la tercera hoja en desarrollo de ma{z crecido bajo

fotoperiodo y encontraron que las protefnas del complejo
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protefna~clorofila cosechador de luz del FS 1I, las proteinas del
FS I que se unen a las clorofilas, la subunidad alfa del factor 1
de acoplamiento de la ATPasa, la  plastocianina y la
ferredoxina-NADP reductasa, estdn presentes en la base de la hoJa,
es decir en los proplastidios y se acumulan répidamente 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
patrén anterior de apariclén a lo largo de la hoJja, los autores
sugirleron que ambos fotosistemas y fotofosforilacién estarian
activos desde la fase de proplastidio. De hecho se sabe (Downton y
Pyliotis, 1971) que durante el desarrollo temprano de la hoja de
maiz crecido en fotoperiodo, ambos tipos de cloroplastos presentzn
actividad de FS II y que aproximadamente a 1los cuatro
dias de edad, ésta desaparece concomitantemente con la pérdida de
grana en los cloroplastos en la vaina del haz vascular. Mientras
que los tilacoldes de los cloroplastos de las células del meséfllo
tienen todas las prot..einas y plgmentos necesarios para el
funcionamiento del transporte de electrones fotosintético y de la
fotofosforilacién, los tilacoldes de los cloroplastos de la vaina
del haz contienen el complemento total del FS I y cltocromo f,
pero son deflclentes ean FS II, el complejo asoclade LHCP y el
citocromo b ssg (Woo et al.,1970).

Konis et al (citado por Ruffer-Turner et al.,1984)
describieron que en hojas de maiz en enverdecimiento, el
desarrollo del FS I no estd relacionado con 1la velocldad de
sintesis de clorofila en tanto que el desarrollo del FS II se
reduce cuando la sintesis de clorofila se inhibe, La proporcién de

actividades de FS I a FS Il en cloroplastos de la vaina del haz
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vascular fue de 95 y tan sélo de 6 en cloroplastos del
meséfilo. Analizando la aparicién de clorofilas tamblén en
maiz en enverdeciemlento, Horvdth et al (revisado en
Ruffer-Turner et al.,1984) encontraron que la acumulacién de
clorofila total se detiene mas pronto y a concentracliones mis
bajas en cloroplastos de la valna que en cloroplastos del
meséfilo; ademas, los primeros tlenen una proporcién de
clorofila as/b mayor a 5 y los segundos una proporcién
cercana a 3.

Baker y Leech (1977) encontraron actividad de ambos
fotoslstemas en la seccién basal de la primera hoja de mafz, en
condiciones de fotoperiodo. Sus resultados indican que el aparato
cosechador de 1luz se va haciendo mas eficlente durante el
desarrollo del plastidio debido a un incremento en el tamafio de
las unldades fotosintéticas. También encontraron que el desarrollo
del FS I se completa antes que el del FS II y que la capacidad de
desprendimiento de Oz durante la biogénesis del cloroplasto puede
correlacionarse con una fusién incrementada de los tilacoldes.

Experimentos en plantas etioladas corroboraron a ullima
afirmacién. Robertson y Laetsch (1974) determinaron que en hoJjas
de cebada transferidas de la obscuridad a la luz, las reglones
mas Jévenes requieren periodos mis largos de iluminacién a
fin de iniciar el desprendimiento de 02 y que las regiones mas
maduras de la hoJa, tienen una capacidad fotosintética mayor a
cualquier tiempo de Iluminacién. Como en el trabajec
anterlor, se encontré que la oxidacién del agua para producir

02 se correlaclona con la cantidad de tilacoldes

empalmados.
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Diferentes estudios a nivel molecular han orlglnado
conocimientos que permiten entender porqué determinadas
actividades fotosintéticas surgen en tlempos definidos. Liveanu
et al (1986) demostraron que los tres polipéptidos extrinsecos del
FS II relaclionados con el desprendimiento de 0z estdn presentes en
hojas etioladas de espinaca en cantldades relativamente altas, en
tanto que otros tres polipéptidos (34,33 y 32 kDa) también
relacionados con el FS II, estdn ausentes y que el tejido
necesita mas de seis horas de 1lumlnacién para que estas protefnas
aparezcan. De manera interesante, se observé una correlacién entre
el 1inicio de la actividad de desprendimiento de Oz y la
acumulacién dependiente de 1luz de los polipéptidos arriba
mencionados (Liveanu et al.,1986).

Se sabe (Henningsen y Boardman, 1973) que algunos componentes
del sistema de transporte de electrones fotosintético tales como
clitocromo bssa}, citocromo bseéa citocromo f y plastocianina,
estdn presentes en etioplastos y que su nivel aumenta con la
luz, especlalmente el de la plastocianina. Sin embargo, otros
componentes como el complejo clorofila-protefna P700 y el
citocromo bss9}lP se forman después de la iluminacién. Los
componentes inducidos por la luz se ensamblan Jjunto con los que
existen desde el periodc obscuro para formar el sistema de
transporte de electrones completo, durénte el enverdecimiento, En
el caso de la cebada (Ohashl et al.,1989) durante la transiclén
etioplasto-cloroplasto, la actividad del FS I aparece primerc que
la del FS Il y estd asoclada a la preduccién del complejo
protefna-clorofila P700. A las dos horas de Iniciada la

i1luminacién, la ferredoxina se reduce por el FS I y sélo hasta las
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cuatro horas el NADPH puede formarse. Este uGltimo proceso esta
relacionado con la aparlcién de una alta actividad de ferredoxina
NADP reductasa y acumulacién de las clorofilas a y b as{ como con
una poza funcional de plastoquinona (consliderada como la molécula
que une la actividad de ambos fotosistemas).

Aunque Grebanler et al (1978) y Klein y Mullet (1986) no
trataron de relaclonar la presencia de clertas protefnas con
alguna funcién fotosintética, sus resultados son relevantes en el
sentido de describir qué moléculas ya estdn sintetlzadas en
etioplastes y cuiles se sintetizan durante el enverdecimiento de
la hoja. Analizando fracclones membranales, los primeros
identificaron 25 bandas de pollpéptidos provenientes de cuerpos
prolamelares y protilacoldes de etloplastos. Sin embargo, los
tilaceides de los cloroplastos presentaron 23 de las 25 bandas
anteriores mds otras 6 bandas cuya sintesls es dependiente de luz.
Entre éstas udltimas hay 3 que corresponden al complejo LHCP. En
realidad, sus respectivos RNAm estan presentes en hojas etloladas
aunque en bajas cantidades (Thompson et al.,1983) slendo la luz lo
que aumenta 1la actividad de su transcripcién.

En etioplastos de cebada (Klein y Mullet,1986) como en los de
maiz (Rodermel y Bogorad,1985) se han tdentificado bandas
protefcas como las subunidades alfa y beta de la ATPasa de
cloroplastos; sin embargo, estdn ausentes dos protefnas del FS II
(47 y 43 kDa) y dos del FS I (68 y 65 kDa) asf como otras
proteinas de peso molecular de 32,23 y 21 kDa En los cloroplastos
de maiz las proteinas que se unen a la clorofila del FS I se
sintetizan como consecuencia de una transcripcién 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
regulacidén postranscripcional. La formacién de clorofila a partir
de protoclorofilida, en cambio, si aumenta paralelamente con los
camblos en cantidad de dlichas protefnas. Por lo tanto, parece que
existe una sintesis concertada entre los componentes del compleJo
protefna-clorofila del FS I. Este modo de regulacién es apoyado
por los resultados de Martlneau y Taylor (1985). Ellos analizaron
la expresién de diferentes genes que codifican para protefnas
relacionadas con la fotosintesis. Encontraron que la acumulacién
de las protefnas del complejo LHCP no era paralela con la
’ aparicién de sus respectivos RNAa. De hecho, en la base de la
hoja de mafz, existen estos RNAa asoclados a polirribosomas y los
polipéptidos no estin presentes, indicando que hay una inhibicién
traduccional o un alto recamblo de las proteinas.

En otro estudio con cebada (Kruplnska y Apel, 1989) se
encontré que la sintesls , dependiente de luz , de diferentes
protefnas codificadas en el genoma de cloroplasto no ocurrié
debido a un aumento en la transcripcién de los genes que
las codifican. Esto confirma diferentes modos de regulacién de
la expresién génica involucrados en el control dependiente de
luz de la transformaclién etioplasto-cloroplasto.

Otro de los aspectos arduamente investigados durante la
blogénesis del cloreplasto, ha. sido la aparicién de enzimas
relacionadas con las vias Ci y Cs« de fljacién del carbono.
Estudios con hoJas completas (Crespo, et al,1979) demostraron
que la aparicién de las enzimas de la via C¢ varié en las hojas 1
a 5 de pléntulas de mafz. La hoja 1 fue mis C3 mientras

que la hoja 5 fue completamente C4. Moore et al (1986)
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mostraron que el uso de los esquemas C4 y C3 varléd de hojas
J6évenes a hojas maduras y a hojas senescentes de la misma planta.
Miranda et al (1981) indicaron que la via Cia aparece a un tiempo
consistente con la madurez de la anatomia Kranz y sugirieron que
el uso exclusivo de la via C3 puede ocurrir previo a la
diferenciaclién completa de dicha anatomia y de la via Ca.
Explotando el gradiente de edad que se da durante el
desarrollo de hojas de plantas monocotiledéneas, Mayfleld y Taylor
(1984) establecieron que en el tejido basal de la tercera hoja de
mafz no existe todavia la capacidad de fijar el COz porque ni la
PEPCasa nl la RuBPCasa estan presentes, ademis de que no se
detectaron estomas funcionales. Sin embargo estas dos enzimas, asf
como la piruvato dliclinasa, fueron detectadas en una posicién de la
hoja donde la anatomfa Kranz es evidente y los estomas
funclionales. En contraposicién, Dean y Leech (1982) y Viro y
Kloppstech (1980) reportaron respectivamente que en trigo y
cebada, plantas Ca, la RuBPCasa esta a niveles relativamente altos
en la seccién basal, pero Martineau y Taylor (1985) reportaron
que los RNAm de la PEPCasa y de ambas subunidades de las
RuBPCasa estén presentes desde la base de la hoja de maiz y que
s6lo el aumento de la PEPCasa es paralelo al aumento de su RNAm
respectivo, Cuande el nivel de las subunidades de la RuBPCasa es
bajo, sus respectivos RNAm ya son muy altos, lo que
sugiere un control postranscripcional de éstos.
Otra observaclén interesante a partir de estudios in situ es
que la expresién del sistema Cs4 se concentra cerca de las venas,
Langdale et al (1988a) observaron que al utilizar una variedad de

tipos de hoJas de maiz con anatomia Kranz pero con diferentes
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distancias que separaban sus venas, el desarrollo Cs4 se dié en
todas las hojas utilizadas, pero que mds alla de un clerto radio
de varias células, las células del meséfilo desarrollaron un
esquema C3. Las células del mes6filo mis distantes expresan los
genes de la RuBPCasa y el complejo LHCP, mientras que las células
del mes6filo préximas a la vena expresan la PEPCasa, la piruvate
diclnasa y la malato deshidrogenasa dependiente de NADP.

La expresién de la via Ce depende de la luz, En plantas de
mafz crecidas en la obscuridad, se encuentran bajos niveles de
RNAa que codifican para proteinas fotosintéticas y cuyo nivel
aumenta varias veces al ser iluminadas (Sheen y Bogorad.l9§5). En
el caso de la RuBPCasa, ésta se acumula en células de la vaina del
haz y en células del meséfilo en condiciones de obscuridad, pero
en condiciones de fluminacién su acumulacién estd restringida a
las primeras.

Utilizando las valnas que envuelven la mazorca del maiz
(Langdale et al.,1988b) las cuales presentan venas muy espaciadas
se pudo cﬁncluir que la intensidad 1luminosa afecta la sintesis
de proteinas fotosintéticas de acuerdo a la distancia que guardan
las células en relacién a las venas. En bajas intensidades
luminosas, la RuBPCasa se acumula en las células del meséfilo y en
las células de la vaina del haz vascular, wmientras que las
enzimas caracteristicas de la via Cd¢ estdn ausentes.En
altas intensidades luminosas, la expresién de la RuBPCasa en
las células del mes6filo se suprime en tanto que la
PEPCasa, la malato déshldrogenasa dependiente de NADP, 1la
piruvato dicinasa y la E.M.-NAD se expresan abundantemente.

La PEPCasa y la malato deshidrogenasa se localizan
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exclusivamente en las células del meséfilo. La piruvato
dicinasa se encuentra predominantemente en las células del
megs6filo y la E.M.-NAD, exclusivamente en 'las células de la
vaina del haz vascular.

Un estudio reciente (Ngernprasirtsiri et al,1989) mostré que
un nuevo componente de un probable control de miltiples factores
en la regulacién diferencial de la expresién génica de la
fotosintesis Ca4 en células de la vaina del haz y células del
meséfilo, puede ser la metilacién selectiva tanto del DNA nuclear
como del de cloroplasto. Se destacé que existe una correlaclén
inversa entre la abundancia relative de los transcritos de genes
especi{ficos de la fotosintesis Cs¢ en los dos tipos celulares
durante el - enverdecimiento de hojas de mafz y el estado de
metilacién correspondiente a las regiones del DNA nuclear y del de
cloroplasto que contienen a estos genes espec(ﬂcos.

Al mismo tlempo que todas las enzimas anterjores van
acumuléndose, como sucede con los componentes de los tilacoldes,
la captacién neta de CO2 va aumentando a partir de las 12 horas de
fluminacién, en el caso de plantulas de maiz etioladas, hasta

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

I11.5. Fotosintesis en Cultivo de Tejldos.

Los estudios reallzados para analizar diferentes aspectos de
la estructura y funcién de los cloroplastos han hecho uso de dos
modelos experimentales: los cultivos fotomixotréficos y 1los
fotoautotréficos. Los primeros se caracterizan por formar
cloroplastos, sintetizar clorofila y flijar CO2, pero su

supervivencia depende de la adicién de una fuente carbonada
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(comtinmente sacarosa) al medio de cultivo. Los cultives
fotoautotréficqs se diferencian de los fotomixotréficos en que
pueden gobrevivir aun sin la adicién de alguna fuente carbonada
organica, aunque muchos requieren de una atmésfera enriquecida de
CO2 (aproximadamente 2 a 5%) (Nagal et a&l.,1989 y La Rosa et
al.,1984}.

La mayorfa de las investigacliones se han trabajado con
cultivoe en suspensidn de plantas C3, habléndose logrado
establecer muy pocos cultivos fotoautotréficos. Generalmente los
resultados -estdn referidos a la actividad de f1jacién de x‘CDa
patrones de marcaje en productos de fijacién por *4co2 y actividad
de la PEPCasa y RUBISCO, mientras que muy pocos han considerado la
estructura de los cloroplastos y/o la anatomfa Kranz (Neumann

"y Bender, 1987).

Una ceracteri{stica general tanto de los cultivos
fotomixotréficos como de los fotoautotréficos es que presentan una
alta actividad de PEPCasa, particularmente durante la fase
exponencial de la curva de crecimiento. Nato y Mathleu (1978)
reportaron un aumento en la velocidad de asimilacién de CO2, de
200 a 8OO pmoles de COz £1ijado.g ! peso seco.h™ y luego una caida
a 200 pmoles, en cultivos en suspensién de células
fotomixotréficas de Nicotiana tabacum lo cual fue la consecuencia
de un aumento primero y una disminucién después en la sintesis de
la enzima. Sato et a2l (1980) encontraron que la actividad de
PEPCasa en tabaco y Cytisus scoparius fue bastante cercana e
identica, respectivamente, al comparar cultivos mixotréficos con

cultivos autotréficos.
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La actlvidad de la PEPCasa se ha podido evidenclar de manera
indirecta también. En el trabajo anterior de Sato et al (1980) se
indicé que del 100% del ”’C fljado en 10 minutos los cultives
fotoautotréficos incorporaron el 44% en compuestos dcidos de 4
carbonos, mientras que loa fotomixotréficos el 41¥%, siendo awmbos
porcentales mayores a 106 que se encuentran en plantas Ca (Slack y
Hatch, 1967). Sin embargo, Nishida et al (1980) encontraron una
relacién inversa: el porcentaje de ¢ en compuestos de 4 carbonos
en la luz y por 5 minutos fue de 244 para células autotréficas y
40% para células heterotréficas, de la fijacién total. El malato
se marcéd en un 29% de la fijacién total ell': células mixotréficas y
tan sélo en un 154 en cultivos autotréficos en condicliones de luz
durante los 5 mlnutos de fijacién de CO2. En este caso, también la
incorporacién de ¢ es alta en células en cultivo en relaclén a
plantas intactas. En tabaco (Ongun y Stocking, 1965) el malato se
marca en un 1.5% durante los primeros 10 minutos de fotosintesis,
en arroz (Nishida, 1962) en un 1.7% en los primeros 3 minutos y en
Chlorella en 3.5% en los 2 primeros minutos (Holm~Hangen 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 dque estos productos de fijJacién por la
PEPCasa no parecen ser usades coso una fuente de carbono para el
ciclo de Calvin; ademds, Sato et al (citado por Neumann y Bender,
1987) caracterizaron la PEPCasa presente en cultivos de tabaco, la
cual resulté ser del tipo de las plantas C3 con una Km (PEP) de 60
uM comparada con 1000 pM para la PEPCasa de plantas C4. Neumann y

Bender (1987) han concebldo la carboxilacién dei PEP como una
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reaccién anaplerética que proporciona esqueletos carbonados para
una biosintesis acelerada durante la divisién celular activa (fase
exponencial). Resulta lntéreunte saber que en las regiones
meristemdticas de la base de las hojas en desarrollo de trigo y
tabaco, la PEPCasa tlene una participacién mayor que en las areas
madurag. Posiblemente una alta actividad de PEPCasa sea una
caracteristica general de células en divisién activa para
satisfacer una alta demanda de 1la maquinaria biosintética.
(Aoyagi y Bassham, 1986b).
Las células verdes de tabaco en cultivo también incorporan
Mc en compuestos de 3 carbonos por mediacién de la actividad de
la RUBISCO (Nishida et al.,1980). El ciclo de Calvin operé tanto
en células fotoautotréficas como fotomixotréficas. En ambos tipos
de células el PGA y azGcares fosfatados se marcaron répidamente
seguldos por el marcaje del producto fotosintético final, la
sacarosa. El glicolato y la serinas/glicina también se marcaron,
indicando actividad de RuBP-oxigenasa. 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 camblos detectados en células de cultivo para la
RUBISCO han sido mucho menos pronunciados. Natc y Mathleu (1978)
detectaron variaciones entre sélo 90 y 140 umoles CO2 ﬂ.Jado.g"
peso seco.h™ a lo largo del ciclo de crecimientc y un incremento
en la sintesis de la enzima al término del mismo. Durante
la fase exponencial la relacién de actividades
PEPCasa/RUBISCO reportada como umoles Coz.mg" proteina aoluble

fue de 6.77 en tanto que en la fase estaclonaria fue de 1.8
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Aungque reportaron la actividad como pmoles CoOa. ng'l

clorof! la"h. Sato et al (1980) obtuvieron una mayor actividad de
PEPCasa que de RUBISCO: 3.6 y 4.5 para cultivos
fotomixotréficos y fotoautotréficos, respectivamente, de
células de tabaco en fase estaclonaria. Estas proporciones
fueron resultado de una actividad muy alta de PEPCasa pero
también de una actividad ba jisima de RUBISCO
{aproximadamente 1/10 de la actividad encontrada en extractos
de hojas de plantas C3). Sln embargo, Nato y Mathleu (1978)
demostraron que en tabaco la actlividad y también la
goncentracién de RUBISCO disminuyen al mizm tlempo que la
concentracién y actividad de la PEPCasa aumentan durante el
crecimliento exponencial pero que en la transcicién de esta
fase a la estaclonaria ocurre un aumento en la actividad de la
enzima debido a su sintesis de novo, paralelo a la disminuclén en
concentraclén y actividad de PEPCasa, aunque se desconocen los
mecanismos regulatorios de esta relacién Inversa entre las dos
enzimas descarboxllantes,

Los cultivos fotomixotréficos y los fotoautotroficos de
tzbaco [ljan o2 en fase estaclonaria a una velocidad constante
durante los primeros 10 minutos; su velocldad de fljacién total de
*%C0z fue muy semejante: 7.3 y 6.4 umoles/g”’ peso fresco. 'h,
respectivamente. Sin embargo, en base al pardmetro clorofilaz, los
cultivos fotomixotréficos fijan el “COz a una velocidad de 94.5
pmoles CO2.mg ! clorofila.h™! en tanto que los fotoautotréflicos lo
hacen a una velocidad de 132 umoles C()::.nu;'l cloroflla.h", a
pesar de haber sintetlzado menor cantidad de cloro!‘ua.g" peso

fresco que los primeros (Nishida et al.,1980). Ademis, 1la
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velocidad de fiJacién de COz por las células fotoautotréficas fue
similar a la de las células del meséfilo de hojas de Papaver
somniferum (Paul y Bassham,1977).

Sato et al (1980) indicaron que la velocldad de fiJaclén de
las células fotoautotré6ficas fue tan s6lc de 64 umoles
coz.mg™ clorofila.h™ y de 62.3 la de las células
fotomixotré6ficas.En un cultivo autotréfico de soya, establecido
por Horn et al (1983) el valor maximo fue de 92 y se alecanzé
al dfa 12 de crecimiento. No obstante, dado que hasta la fecha
este cultivo parece ser el que mds clorofila ha sintetizado
{alrededor de 450 pug clorv:;f‘ila.g'l pego fresco) los umoles de
CO2 f‘lJa\do.g"l peso fresco.h™ son tan altos como 400, lo
que contrasta con los 6.4 f1jados por células
fotoautotréficas de tabaco.

Independientemente de qué metabolismo fotosintético esté
ocurriendo en estos cultivos de plantas Ca, es Importante resaltar
que, como lo sefialaron Brangeon y Nato (1981), 1las células en

cultive In vitro de plantas C3 son capaces de expresar su

potenclal para la diferenciacién

Varias de las denominadas plantas Ca4 tlenen una gran
importancia agronémica y, desafortunadamente, sdlo un escaso ntmero
de investigadores ha analizado la blogénesis de estos cloroplastos
en cultivo de callos en enverdecimiento, a pesar de que ello
proporciona informacién vallosa y fundamental (Nelson y

Langdale, 1989).

Los primeros estudics con callos de plantas Cs postularon la

exlistencla tanto de la via C3 como de la C4, a Juzgar por los
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patrones de marcaje con e de los primeros productos de fijacién
del CO2 (Kennedy et al.,1977; Usuda et al,1971). En ninguna de las
especles se detecté la presencia de la anatomia Kranz ni de
cloroplastos dimérficos, por lo que esta caracteristica anatémica
se considerd no indispensable para exhibir 1la via C4, Los
t_:loroplastos observados fueron seme)antes a los de las células del
meséfllo de las especies en cuestlién. Sin embargo, recientemente
Kumar et al (1989) detectaron.actividad de PEPCasa y de RUBISCO
en callos de mafz originados del meristemo apical y sefialaron que
estas actlividades fueron semejantes a las encontradas en las
porclones basales de las hojas jJ6évenes de las mismas plantas, por
lo cual es una evidencla de que al menos por lo que a la actlvidad
de enzimas fijadoras de COz se reflere, el callo no exhibiria
claramente un metabolismo Cs. Ademds, utilizando otra planta
C4, Seeni y Gnanam (1983) descubrieron que 1los principales
productos primarios de fijacién de Y02 fueron PGA y azlicares
fosfatados y que los cloroplastos formados en este calle fueron
del tipo meséfilo pero atipicos.

Se ha sefialado (Edwards y Walker,1983) que los criterios
para establecer el funcionamiento completo de la fotozintesis
Cs incluyen la formacién del malato o aspartato como productos
primarios de la fljaclén del CO2 fotosintético, presencia de
anatomia Kranz y presencia y actividad de enzimas especificas
del metabollsmo C4, Los trabajos arrlba citados carecleron de
este Ultimo criterlo.

Aoyagi y Bassham (1986 a) anallzaron cada uno de los
pardmetros anterlores en callo blanco, callo verde y brotes

regenerados de callo embriogénico de mafz. Los callos blancos
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acumularon PEPCasa y piruvato dicinasa pero no RUBISCO, por lo que
los productos primarios de flJaclén de COz fueron los esperados
para un sistema actlvo de B8-carboxilacién. Los callos verdes
acumularon PEPCasa, plruvato dicinasa y RUBISCO. En este caso se
marcaron Aclidos de 4 carbonos y también azucares fosfatados y PGA.
Sin embargo, no se detecté actividad de E.M.-NADP por 1o que la
conversién de d&cldos de 4 carbonos a COz y piruvato en estos
cloroplastos fue Aimprobable. Ademés, la plruvato dicinasa de
callos blancos y verdes no parecié ser la forma activa de
cloroplasto y ninguno desarrollé anatomia Kranz.

En los brotes mas viejos, en comparacién con los jévenes, se
detecté mayor actividad de PEPCasa pero ningin transporte
intercelular C¢, lo cual serfa el resultado de un desarrollo
morfoléglco desordenado y lento hacia 1la anatomia Kranz y de una
carencia del correcto arreglo de los cloroplastos en las células
semejantes a las de la vaina del haz vascular. Debldo a 1lo
anterior y conslderando que el orligen de las células que conforman
la vaina del haz vascular reside en el procimbium Nelson y
Langdale, 1989), significa que para que en los callos pueda
existir la anatomia Kranz y un dimorfismo estructural~funcional de
cloroplastos, deberian existir meristemos provasculares los cuales
se diferenciarian en células de la valra del haz vascular vy
an tejido vascular. Por lo tanto, resultaria poco probable
inducir la formaclén de la anatomfa Kranz y de los dos tipos de
cloroplastos caracteri{stlicos de las plantas C4¢ en calles que no
estén experimentando un proceso organogénico.

En contraste a lo esperado, Solfs et al (1989), al estudlar

la biogénesis del cloroplasto en callos de mafz, encontraron
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que se formaron dos tipos de cloroplastos después de 10 dias de
1luminacién continua: uno con abundantes grana y otro con muy
pocos, simllares a los cloroplastos de las células del haz
vascular, sin que los callos hubleran desarrollado la anatomia
Kranz. Sin embargo, se desconoce el metabolismo del carbond
fotosintético que estos cloroplastos llevan a cabo. Ademas, al
cabo de dos semanas, 86lo se encontraron cloroplastos del
meséfilo, mismos que presentaron indiclos de senescencla. Por otra
parte, el contenido de clorofila total aumenté asi{ como la
relacién de clorofilas a/b,alcanzando un valor méximo de
alrededor de 3 en el dfa 15. La proporcién reportada
para estas clorofllas en hojas completas de plantas Cs es
cercana a 4 y de 3 para cloroplastos del meg6filo.
Curiosamente, a partir del dfa 10 y hasta el 22, la actividad
de transporte de electrones fue aumentando. Por
consiguiente, no existlé correlacién alguna entre los eventos
bloquimicos y los ultraestructurales ocurridos en aquellos
cloroplastos. Roy y Kumar (1989) obtuvieron resultados simllares
en cuanto a la ultraestructura de los cloroplastos formados

también en callos de maiz,
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IV.DISENO EXPERIMENTAL.

A fin de poder conocer algunos camblos bloquimicos y
ultraestructurales durante 1la biogénesis del cloroplasto en
cultivo in vitro, se establecieron dos mcdelos experimentales: uno
manipulando el callo como tal, adquiriendo una forma de "capa
delgada" (sistema A) y otro en el que se formé una "placa* con las
células de los cultivos en suspensién, derivados de 1la
disgregacién de los callos (sistema B). En ambos modelos el
material bilolégico utillizado fue mafz (Zea wmays, L.) de 1la
variedad VS$-22, que se adgquiri de PRONASE (Productora

Nacional de Semillas).

IV.1. Sistema A: callos "en capa”.

Este modelo consistié en hacer, de un callo completo sin
formaciones organogénicas, una "capa delgada" del mismo, sobre la
superficie del medio sdélido. 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 constitufdo por células que
tienen aparentemente una capacidad escasa, pero semejante, de
generar cloroplastos. Esta afirmacién se basa en lo reportado
en la literatura, en cuanto a gue sdélo sc formaron zonas
verdes en reglones de los callos de maifz (Sanchez de Jiménez et
al.,1989) y de avena (Nabors et al.,1982) que se encontraban
en proceso de organogénesis.

La obtencién de cultivos in vitro fotoautotréficos depende

bisicamente de los factores: tipo y relacién de hormonas (Yamada
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et al.,1978), fuente de carbono (La Rosa et al.,1984) y presencila
o ausencla de 1luz (Gillot et al.,1991). Estudios con pléantulas
etioladas muestran que la luz puede tener dos efectos uobre el
desarrollo del cloroplasto; a) presentar clertas fases,
dependiendo de s1 las plintulas son iluminadas de manera contilnua
o de acuerdo a un fotoperiodo (Leech et al., 1973); b} varlacién
egstructural-funcional de acuerdo a 1a intensidad luminosa
(Bradbeer, 1981).

Ademds, en los cultlvos In vitro en general, se sabe que
la respuesta de una especie a estimulos morfogénicos depende
del genotipo (George y Sherrington,1984). Esto es ain mis notorio
para el caso de maiz (Duncan et al., 1%83).

Por ello, se Juzgdé conveniente en primer lugar, tratar de
enverdecer callos de maiz de la variedad VS-22 que es una
variedad propia de los Valles Altos de México y comparar su
respuesta en relacién a la blogénesis del cloroplasto, con la de
callos de maiz de la variedad Tuxpefio, variedad propla del
trépico humedo, la cual ya ha sido descrita (Solfs et al.,1989).
Posterliormente se analizé ia influencia de algunas
combinaciones hormonales en los callos. Para este efecto se
decidlé usar AIA, cinetina y BAP que son fitorreguladores que
inducen el enverdecimiento (Solis et al.,1989; Horn et al., 1983;
Sanchez de Jiménez et al, 1989).

Por otra parte, se consideré de utilidad aplicar,
gobre la superficle de 1los callos, una intensidad Iluminosa
relativamente baja (90 uE.n'z.seg"’) y contrastar sus efectos
con los de una intensidad ligeramente mayor (150 uE.m . seg ').

Una intensidad luminosa semejante a esta ultima, ha



inducido el desarrollo de cloroplastos en cultivos de soya
(Gilllot et al.,1991). Asimismo, =6 resolvié exauminar 1la
importancia de la duracién del pericdo de horas luz, por lo
cual en una serie de experimentos se aplicé luz continua, mientras
que en otro se aplicé un régimen de 16 h. luz/8 h. obscuridad.

Para evaluar la influencia de la sacarosa, se disefiaron dos
tipos de experimentos; uno en el que la concentracién de 1la
sacarosa se redulera y al mismo tlempo se compensara la fuente
carbonada con un aumento equimolar de lactosa y ,otro, en el que
simplemente se disminuyera la concentracién de la sacarosa, sin
afiadir otro azucar como compansador. Esto se fundamenta en
el hecho de que sin acumulacién de clorofilas los proplastidios
no pueden diferenclarse en cloroplastos (Harpster y Apel, 1985) y
la sintesis de clorofila puede ser suprimida por la sacarosa
(Pamplin y Chapman, 1975). Ademas, en un estudio con protoplastos
de mafz (Sheen,1990), se encontré que de una serie de
metabolitos, la lactosa fue uno de los que menos inhiblercn
la transcripcién de clertos promotores de genes que codifican
para protefnas fotosintéticas.

Los pariametros a medir serfan: contenido de clorofila total,
relacién de clorofilas asb, presencia de 1a proteina RUBISCO,
actlvidad enzimdtica de esta proteina. Adem4s se planed
visualizar en paralelo los efectos del enverdecimiento sobre la
ultraestructura del cloroplasto en desarrollo. Las evaluaciones se
realizarfan a los 7 y 12 dfas de iluminacién, ya que la bilogénesis
del cloroplasto en cultivos in vitro, toma aproximadamente dos
semanas (Solis et al.,1989; Gillot et al.,1991). Por otra

parte se consideré necesario examinar la presencla de
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plastidios en general y de la proteina RUBISCO en un grupo de
callos blancos, para precisar el estadio de diferenciacién a
partir del cual ocurriria la blogénesis del cloroplasto.

Los calles estan constituidos por tipos heterogéneos de
células: peridermis, cambiua vascular y nédulos meristemiticos;
éstos Gltimos dan origen a células parenquimatosas y a zonas
embrlogénicas y organogénicas (Yeoman y Aitchison,1973). El
enverdecimiento preferencial de estas zonas es comin cuando los
callos se exponen a la luz (dos Santos et al.,1980; Heyger y
Nabors, 1982; Nabors et al.,1982; Sdnchez de Jiménez et
al.,1988).

Los callos inducidos a partir de embriones maduros de maiz de
la variedad VS~22 presentan células de tipo meristemitico, =zonas
organogénicas y zonas embriogénicas, dependiendo de los medios de
resiembra utilizados; ademds, la consistencia de los callos es
friable (Garcfa,1991), caracter{stica qur facilita la manipulacién
de los miesmos.

Con base a esta informacién, se esperaria que al trabajar con
callos de mafiz 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 constitutlvas
tendrfan una capacidad escasa, pero semejante, de responder a los
factores que inducen el enverdecimiento y estarian forzadas a
responder sincrénicamente a los mismos, con lo cual se lograrfa su
caracter fotomixotréfico, lo cual podria aportar conocimiento
acerca de clertos eventos que se dan durante 1a blogénesis 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 planearfa realizar un experimento piloto en el cual
se estudiarfa la respuesta a inductores del enverdecimiento, en
los cultlvos “"en placa" (Horsch et al.,1980), derivados de los
cultivos en suspensién que se habrian establecido en base a la
disociacién de las células de los callos, en medio liquido con
agitaclién.

Se considera que el establecimiento de un cultivo "en placa"
es factible lograr por tres razones: a) se han podido establecer
cultivos en suspensién de células de maiz a partir de los callos
respectivos de diferentes varledades (Prioli y Sondhal,1989;
Shillito et al.,1989; Gordon-Kamm et al.,1990); b) la presencla de
conglomerados grandes de células puede ser eliminada a través del
uso de mallas de abertura definida (Prioli y Sondhal,1989); c) se
han colocado células de Datura innoxia provenientes de cultivos en
suspensién, como "capa fina", scbre un disco de papel filtro, sin

que su crecimiento se vea afectado (Horsch et al.,1980).

41



DIAGRAMA DE FLUJC.

In

duccién de callos de

maf{z (var. VS-22).

I
[Resiembra de los callos inducidos|

Sistema de comparacién
con la varliedad -
Tuxpefio: callos con -
brotes organogénicos -
dispuestos con geome--
tria "en apilado"

Sistema A:
callos sin brotes
organogénicos -
dispuestos en -
forma de “capa -
delgada" sobre la
superficie del -
medlo sélido

Sistem B:
"placa" de células
derivada de cultl-
vos en suspensién,
esparcida uniforme
memente en papel
Whatman sobre la
superficle del me-

dio s6lido

Aplicacién de los 8
que inducen el

guientes factores

enverdecimiento

Aplicacién de al-
guna de las condi-
clenes de enverde-
cimiento del Siste
ma A

Luz {intenslidad)
Hormonas (relacién
y tipo). Medios:

A, ByC

Fuente de carbono-
(concentracién y -
tipo).Medios D, E

Luz (régimen luz-
obscuridad) y hormo-
monas (relacién).

Condiciones: 1, 2, -

3y A

Parametros a medir: clo

rofila total,

clorofilas a/b,

presenclia

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

V.1. Material Bioléglco.

Se trabajJé con semillas de maiz, Zea mays, L. variedad
vs-22, obtenidas de Productora Nacional de Semillas
(PRONASE). Las semillas se almacenaron en bolsas de manta con
Ca (Cl)z como deshidratante, en la obscuridad a 15°C.
Preparacién de los medios de cultivo,

Los medios de cultivo se prepararon a partir de soluclones
stock basadas en el medio de Murashige-Skoog (1962) con las
modificaciones Iindicadas en el Apéndice. El pH de los medios de
cultlvo se ajusté a S.8 con KOH 0.5 N o con HCI 0.5 N y
posteriormente se aforaron al volumen deseado. La solucién stock
de AIA y BAP se prepararon cada vez que ge utilizaron. Después de
aforados, a los medios que fueron sélidos se les afladlé agar y se
calent6 hasta disolverlo completamente. Una vez vaclados los
medlos a frascos o a matraces, se esterilizaron en una autoclave a

1.6 Kg.cm 2 durante 15 minutos.

V.2. Induccién de callo,

Los embriones de las semillas maduras de maiz se disectaron
manualmente de uno a tres dias antes de su slembra, manteniéndolos
a 15°C hasta su uso. Antes de sembrar los embriones, éstos se
esterllizaron con 50 ml de una solucidén de hipoclorito de sodlo
que contuvo una concentracién final de 0.66% de cloro activo,
durante 11 minutos, en matraces Erlen-Meyer estériles de 250 nl,
conteniendo dos gotas de Tween 20, con 100 embrionaes por matraz.

Después se enjuagaron cuatro veces con agua estéril y
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posteriormente se sembraron en frascos Gerber a razén de 4
enmbriones por frasco, conteniendo cada uno 20 ml de medlo
86lido de induccién. Se probaron diferentes medios de induccién
con el objJeto de generar una gran cantidad de callo desde el
iniclo (ver Apéndice). Tanto el medio Neé (Chu et a&l.,197S) como el
Re (Sanchez de Jiménez et al.,1989) se han utilizado para
induclr callo en maiz. Los embrlones sasbradcs se incubaron

durante tres semanas en la obscuridad a 25 pt 2°c,

V.3. Reslembra de los callos.

Los callos inducidos durante el lapsc de las 3 semanas en los
diferentes medlos de induccién, se resembraron cada 14 dias en
diferentes medios sélidos (ver apéndice) y se incubaron en la
obscuridad a 25 I 2°C. Dichos medios tuvieron una composicién
ldéntica en sales, vitaminas y complejos orgénicos que los medics
de induccién respectivos, pero diferente en contenido de hormonas.

Con el objeto de definir el protocolo de resiembra de los
callos que serian enverdecidos, se reallzé una prueba piloto
consistente en inducir el callo de maf{z en medio R4, resembrarlo
en medlo R (MCPP 1 ppm, con y sin prolina 9 mM) y transferirlo a
una serie de medios de enverdecimiento utilizando las hormonas ANA
y BAP. Los resultados negativos de esta prueba nos orientaron a
adoptar posteriormente el sigulente protocolo(A): inducclén de
callo en medio R con MCPP 2 ppm evitando asi una concentracién
relativamente alta de esta auxina en el sistema desde el inicio,
el t:\ia]. por tratarse de un compuestc andlogo al 2,4-D (Sanchez de
Jiménez et al.,1981), hormona que inhibe el enverdecimiento

(Nagal et e1.,1989), podria tener efectos semesjantes a ésta;
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primera resiembra en medio R con MCPP 1 ppm, AIA 1 ppm y
cinetina 0.01 ppm y segunda resiembra en medio R con MCPP 0.5
ppm,” AIA 10 ppm y cinetina 0.01 ppm. Lo anterior derivé de
considerar que la transforencia de los callos a los medios
de enverdecimliento deberfa ser gradual por lo que a
composicién hormonal se referf{a, mismos que contuvieron AIA
10 ppm y cinetina 0.1 pps o AIA 10 ppm y BAP 0.3 ppm., ya
que dentro de las citocininas, ademids del BAP, la cinetina
(Brangeon y Nato, 1981) también se ha utilizado aunque menos
frecuentemente en medios de enverdecimiento. Ademds, ésta Gltima
combinacién de hormonas tuvo éxito en el
enverdecimiento de callos de la variedad Tuxpefio de mafz (Solis et
al.,1989).

Las varledades Tuxpefio y VS-22 de mafz son originarias de un
habitat diferente. Se ha apreclado que el genotipo de 1los
materiales blolégicos influye sobre la respuesta de morfogénesis
In vitro (George y Sherrington,1984; Duncan et al.,1985); por
esto, aunque los callos de la varledad Tuxpefio enverdecen cuando
son lluminados (Sinchez de Jiménez et al.,1988), ello no garantiza
la misma respuesta para los czllos de la variedad VS~22. Para
estudiar la dependencla de la respuesta de enverdecimiento con
respecto al genotipo, se comparé la respuesta que tuvieron los
callos de la variedad Tuxpefio (Solfa et a&l.,1989) con la de un
grupo de callos de 1la varledad VS-22, que se incubé bajo
iluminacién continua, en el medio utllizado para enverdecer los
callos de la variedad Tuxpefio: AIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm, sacarosa
2% y manitol 1%, éste para igualar la presién osmética que se

origina en los medios de cultivo cuando contienen sacarosa 3%
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(condicién 1).

En la mayoria de los estudlos relativos a la blogénesis del
cloroplasto, tanto en pléntulas etioladas como en cultivos In
vitro, el material blolégico se irradia continuamente (Krupinska
y Apel,1989; Glllot et al.,1991): sin embargo, el modelo que se
acercarfa miAs a las condiciones naturales, deberis considerar el
ciclo diurno de luz, Por esto, otro grupo de callos de la variedad
VS-22 del mismo lote que el anterior, se incubd en un medlio de
igual composicién, excepto que se manejé un clclo de 16 h luz/8 h
obscuridad (condicién 2).

Simultdneamente a la realizacién de los experimentos
relativos al efecto del genotipo, se inveatigd en otro grupo de
callog de ese mismo lote, cudl seria 1la regpussta de
eneverdecimiento cuando se incubaran en un medio con una relacién
de auxina/cltocinina tres veces mayor que la utilizada en
aquéllos, esto es: AlA 10 ppm, BAP 0.1 ppm, bajo iluminaclén
continua {condicién 3) y fotoperiode (condicién 4). Esta nueva
relacién de hormonas también fue probada en el trabajo de Solis et
al (1989), aunque con menor éxito que la primera.

Por otra parte, se aplicé un segundo protocolo (B) a callos
de la variedad VS-22 m&s simple que el protocolo (A) en el que ios
callos se indujeron en medio R con MCPP 2 ppm y luego
se transfirieron directamente al medio de enverdecimlento R con
MCPP 0.25 ppm, similarmente a lo reportado (de Fossard,
1976). En los protocolos A y B descritos, los callos al ser
incubados en la 1luz, slempre tuvieron una disposlicién
geométrica "en apilado"” la cual debid propiciar diferencias en

relaclén a la disponibilidad de nutrientes y hormonas en
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distintas zonas del callo. Por esta razén se repitié el
protocolo A con la diferencia de que en este caso el callo
permanecié con una disposlcién geométrica "en capa".

En todos IOB‘CBBOH anteriores, los callos transferidos en la
altima resiembra, fueron callos que presentaron zonas
organogénicas sobre su superficle, condiclén bajo la cual el
enverdecimiento ocurre principal pero asincrénicamente en los
brotes, provocando una situacién de coexistencla de zonas
diferencladas con callos blancos y zonas intermedias en proceso de
diferenciacién, Esto dificulta grandemente la realizacién de
estudios metabdélicos en esos materiales y exige la conveniencla de
desarrollar otro sistema. Sin embargo, se considerdé conveniente
realizar los experimentos seflalados con anterioridad ya que
permitirfan definir los medios de resiembra para intentar lograr
con mayor probablilidad de éxito el enverdecimlento homogéneo en

los cultivos de mai{z desprovistos de zonas organogénicas.

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

El establecimiento del slstema A se 1logré de la siguiente
manera:en ol primer cubcultive, cada callec fus transferido Junto
con su escutelo como una sola “unidad" a fin de asegurar
el crecimiento de aquél. En este primer subcultivo se lnocularon
entre 4 y 6 "unidades" dependiendo de su tamafio por cada tubo de
vidrio(15 cm X 2.3 cm), conteniendo 8 ml de medio sélido. En el
sagundo subcultivo se elimind el escutelo al igual que aquellas
regiones no sanas del callo y las organogénicas. Cuando fue
necesario, en la tercera resiembra se descartaron nuevamente las

secclones no sanas o vascularizadas de los callos.
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La resiembra de los callos as{ manipulados para adoptar una
disposicién geométrica "en capa™ durante el periodo de exposlclén
a la luz, se hizo en cajas Petri de 9 cm de didmetro, conteniendo
50 ml de algunc de los medios de enverdecimiento ensayados (ver
més adelante) sobre los cuales se colocaron una malla de nylon
primero y un papel Whatman No.2 después, ambos de 4.8 cm de
didmetro. Antes de esterllizarse, los dos soportes se lavaron con
agua desionizada y con los medios liquidos respectivos durante 30
minutos. El inéculo se presioné ligeramente contra el medio y se
extendié culdadosamente tratando de hacer una capa compacta,
uniforme en altura que ccupara el méximo de superficle sobre el
papel. Finalmente se afiadié 1 ml de medio de enverdecimiento
estéril a cada caja para conservar un microamblente himedo y
lograr un contacto continuo del medio con el papel soporte del
callo.

Los cultivos se Incubaron durante 7 y 12 difas con un
fotoperiodo de 16 h luz bajJo una Iintensldad luminosa de 90
HE.m 2. seg”’ y 27 %1°C de temperatura o de 150 uE.m " .seg”l y
27 b4 IOC, segln el experimento realizado.

En los cultivos del sigstema A se manipularon tres factores de
los cuales depende la respuesta de enverdeclimiento: composicién
hormonal (Yamada et al.,1978), luz (Gillot et al.,1991) y fuente
de carbono (La Rosa et al.,1984 ). Primeramsnte se decidié
analizar la importancia de la composicién hormonal del medio
de enverdscimiento, &sobre el desarrollo uniforme de tono
verdoso, en los cultivos "en capa” expuestos a un fotoperiodo de
16 h 1luz e intensidad luminosa de 150 pE.m" .seg”!, para lo cual

se procedlé como se indica en el esquema 1. Los medio de
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&
ESQUEMA 1. PROTOCOLO DE INDUCCION Y RESIEMBRA DE CALLOS

DE MAIZ (var,

V5-22) EN MEDIOS CON DIFERENTE COMPOSICION DE

HORMONAS (SISTEMA A).

MCPP (ppm)
AIA (ppm)
Cinetina (ppm)

Sacarosa (%)

MCPP (ppm)
AIA (ppm)
Cinetina {(ppm)

Sacarosa (%)

AIA (ppm)
Cinetina (ppm)
BAP (ppm)

Sacarosa (%)

Medio de Inducclén,
R2: MCPP 2 ppm, sacarosa 3%

Medios de Reslembra.

x
1 1
1 -
0.01 0.01
3 3
20
0.50 0.50
10.00 10.00
0.01 0.01
3 3

Medlos de Enverdecimiento,

3A
(A) (B)
10.00 -
0.10 0.10
3 3

10.00

()

0.01

0. 50

0.01

0.10
0.10

'Loa callos fueron mantenidos en la obscuridad durante La
induccién y las dos primeras resiembras; en la

los callos se expusieron a un

luz., por 7 y 12 dfas.
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enverdecimiento contuvieron sacarosa 3% vy las sigulentes
- combinaciones de hormonas: AIA 10 ppm, clnetina 0.1 ppm (medlo A);
cinetina 0.1 ppm (medio B); cinetina 0.1 ppm, BAP 0.1 ppm (medio
C).

En segundo Jlugar se investigé . la influencia de dos
intensldades luminosas incidentes en los callos Iincubados en el
medio de enverdecimiento cuya composicién hormonal fue AIA 10 ppm
y cinetina 0.1 ppm con sacarosa 3% como fuente de carbono. Las
intensidades luminosas fueron 90 y 150 ;.lEZ.m"z.z;eg'l y se midleron
utilizando un "Quantum” LI-185B (LI-COR, Inc.}.

Finalmente se estudié el efecto de la fuente carbonada sobre
el desarrollo de color verde en callos resembrados en los
medilos que contuvieron: sacarosa 1%, lactosa 2%, AlA 10 ppnm,
cinetina 0.1 ppm (medio D); sacarosa 2%, clnetina 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,
respectlivamente, los callos incubados en los medios A y C los

cuales contuvieron sacarosa J%.

V.5, Esteblecimiento de los cultivos en suspensidn.

Para saber si se podria establecer un modelo de estudio tipo
“"placa” que proviniera ce células en cultivo en suspensién
(sistema B) para su eventual utilizacién en el estudio des 1la
induccién del enverdecimiento y de la blogénesis del cloroplasto,
fue necesario establecer primeramente un cultivo en suspensién de
células de maiz, derivacdo de los callos ya establecidos,

Para lograr el establecimlento de ese cultivo, el callo

inducido en medlo R2 se resembré de manera simllar al protocole A
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[ESQUEMA 2. PROTOCOLO DE INDUCCION Y RESIEMBAA  DE CALLOSW |
DE MAIZ (var VS-22) EN MEDIOS CON DIFERENTES FUENTES DE CARBONO

(SISTEMA A).

Medio de Induccién.
R2: MCPP 2 ppm, sacarosa 3%

Medios de Resiembra,

1
MCPP (ppm) 1 1
AIA (ppm) 1 -
Cinetina (ppm) 0.01 0.01
Sacarosa (%) 2 ) 7 3
Lactosa (%) 1 -
2® ‘
MCPP (ppm) 0.50 0.50
AIA {ppm) 10. 00 -
Cinetina (ppm) 0.01 0.01
Sacarosa (%) 1.5 2
Lactosa (%) 1.5 -

Medlos de enverdecimiento.

3.
(D} (E)
AIA (ppm) 10.00 -
Cinetina (ppm) 0.10 0.10
BAP (ppm)} - 0.10
Sacarosa (%) 1 2

Lactosa (%) 2 -

-
Los callos se expusieron a un régimen de fotoperiodo de 16 h 1luz
durante 7 y 12 dfas en la tercera resiembra.
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(ver esquema 3). La razén de no haber disminuido el MCPP de igual
manera en este protocolo que en el protocolo A, estribé en que
ello redundarfa en un mayor crecimjiento del callo del cual se
requiers una gran cantidad para obtener los cultivos en
suspenslioén.

La disgregacién de los callos se llevé a cabo en matraces
Erlen-Meyer de 500 ml con 100 ml de medio liquido Ro.s (MCPP 0.5
ppm, AIA 10 ppm, cinetina 0.01 ppm) y 19 g de callo. Los cultivos
se incubaron en la obscuridad a 27° % 1°C. con agitacién 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 um de apertura de malla y se de)é que cada uno
de ellos se sedimentara, después de lo cual los sobrenadantes se
decantaron dejando sélamente una pelfcula 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 cultives en suspensién asi establecidos se
desarrollaron en matraces Erlen-Meyer de 125 ml con un volumen
final aproximado de 25 ml cada uno y se 1incubaron en laz
obscuridad a 27 b 1°C con aglitacién rotatoria de 110 rpm durante
una semana.

Los cultives anterlores se resembraron una UuUnica ocasién
procediendo de la manerz sigulente: el contenido total de cada
matraz se virtié en uno solo de S00 ml, se dejé sedimentar y el
sobrenadante se decanté dejando Unicamente 50 ml de medio; luego
se agltaron suavemente los cultivos para obtener una suspensién
homogénea a partir de la cual se tomaron alicuotas de 10 ml y se

inocularon en matraces Erlen-Meyer de 125 ml contenlendo 20 ml
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ESQUEMA 3. PROTOCOLO DE JNDUCCION Y RESIEMBRA DE CALLOS &

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

Medio de Induccién.
R: MCPP 2 ppm, sacarosa 3%
Medios de resiembra.

a

1

MCPP (ppm) 2
AIA (ppm) 1
Cinetina (ppm) 0.01
Sacarosa (%) 3

2%

Como en la 1® pero con MCPP 1 ppm

32
MCPP (ppm) 0.50
AIA (ppm) 10.00
Cinetina (ppm) 0.01
Sacarosa (%) 3

4

Establecimiento del cultivo en suspensién (como en 3" resiembra)
58
Resiembra del cultivo en suspensién (como en la 3° resiembra)

Medio de Enverdecimiento,

AIA {ppm) 10, 00
Cinetina (ppm) 0.10
Sacarosa (%) 3

Log callos ge disgregaron en la tercera resiembra en nedlo
l{quido, Los cultivos "en placa" se iluminaron durante 7 y 12
dias.

53



de  medio 1lifquido fresco Ro.s cada uno. Las condicliones de
incubacién fueron las mismas que para el cultivo anterlor. De
estos nuevos cultivos se tomaron pequefias muestras al iniclo y a
los 7 dfas de la 1incubacién para determinar la velocidad de
crecimlento as{ como el patrén de frecuencia de agregados
celulares de composicidén variable en numero. Lo anterior se obtuvo
contando en un hemocitémetro el numero de células totales y el
ntimero de agregados con 1 a § células, 6 a 10 células y 11 6 mas

células.

V.6. Sistema B: cultivos "en placa”.

Para establecer este glstema, al término de la reslembra de
los cultlvos en suspensién, éstos se filtraron con vacfo a través
de un embudo Buchner (4.7 cm. de dlametro internc) el cual contuvo
una malla de nylon y, encima, un papel Whatman No. 2 (Horsch et
al.,1980), Tanto la malla «como el papel se lavaron con agua
desionizada y  medlo liquido de enverdecimlento por 30
minutos antes de ser esterilizados, Se utllizé el contenido
de dos matraces para la obtenclén de cada una de las
"placas", Estas sz transfirieron cuidadosamente a las cajas
Petrl de 9 cm de diédmetro, conteniendo S0 ml de medio R s6lido de
enverdecimiento (AIA 10 ppm, cinetina 0.1 ppm, sacarosa 3%) y 1
ml del mismo medle pero liquido. Los cultivos s=e incubaron a

150 pE.m “seg. ' a 27 * 1°C durante 7 y 12 dias.
V.7. Cuantificaclén de clorofilas.
Para este objeto, primero se liofillizé el callo y en segulda

el liofilizado se homogeneizé en scetona fria 80% con un pistilo y
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mortero frfos, en la obscuridad. El1 homogenado se centrifugé
durante 15 minutos en una microfuga, a 10,500 rpm. Se utilizé el
sobrenadante para cuantificar las clorofilas a y b por el método

de Brulnsma (1963).

V.8. Cuantificacién de proteinas.
Esta se reallzé wmlguiendo la técnica descrita por Bradford

(1976), utilizando BSA como proteina esténdar.

V.9. Deteccién de la presencia de la protefna RUBISCO por dot-
blot.

Dada la intensidad del tono verdoso que desarrollaron los
callos "en capa" del sistema A, se congideré conveniente
concentrar la protefna RUBISCO para tener una mayor probabilidad
de detectar su presencia y actividad enzimética. Por ello, se
buscé una concentracién adecuada de PEG (Inghan, 1984) que
permitiera precipitar la mayor cantidad posible de la proteina
RUBISCO de los extractos crudos de hojas de mafz, sin que se
perdlera su actividad enzimética.

Los callos y 1la

b

n

hojas =e macerarcn con niirégenc liquids
hasta conseguir un polvo fino y después se homogeneizaron con el
sigulente buffer de extraccién: (1:1; peso:vol.) tricina 0.1 M pH
8.1, MgClz 10 mM, EDTA 5 mM, NaHCOa 10 mM, DTT 10 mM, PMSF 0.5 mM.

Los extractos se centrifugaron en una microfuga a 10,500 rpm
durante 15 minutos y a los sobrenadantes resultantes se les afiadié
PEG 50% frfo, llevaAndolos a un porcentaje final de 174, 21¥% y 35%
Las mezclas se agitaron por un minuto en vortex y se mantuvieron

en reposo por 30 minutos a 4°C; luego se microfugaron nuevamente
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por 10 mlnutos. Los preclipitados se resuspendieron en 300 pl de
buffer de extraccion.

La fuente de proteinas para detectar la presencia de RUBISCO
en los cultivos celulares de malz, incubados en los medlos A a E y
condiclones 1 a 4 y en los extractos de hoja, fue la misma que
aquella para medir su actividad.

Con el objeto de delimitar la concentracién minlma de
clorofila que deberia tener un extracto verde para poder
visualizar la RUBISCO en un dot-blot y para tener una idea del
nivel relativo de esta enzima probablemente existente en 1los
cultivos en enverdecimiento, =ze realizé dicho ensayo lnmunclégico
con un extracto de hojas de maiz precipitado con PEG a una
concentracién final de 17%, a diferentes diluciones que
comprendieron un intervalo de 2.648 ug a 0.013 pg de cloroflla
total (15 a 0.078 ug de proteﬁna).

Las muestras se colocaron en alicuotas de 2 ul en membranas
de nitrocelulosa de 0.2 pm (Schleicher &and Schuell, NC). Se
utilizaron anticuerpos de conejo contra RUBISCO de espinaca a una
dilucién de 1:500 El tf{tulo de estos antlcueros fue de 1:16 000 y
fueron preparados y donados gentilmente por Barajas (1990), Como
segundo antlicuerpo se utilizé anti-Ig G de conejo acoplado a
peroxidasa, a una dlluclén de 1:1500 Como sustrato para revelar se
utilizé 4-cloro-naftol y H202. E1l método se desarrollé segin
Torrent (1991).

De 1los extractos semipurificados con PEG de estos
cultivos, se colocaron alicuotas de 2 pul que contuvieron
0,0275 pg de clorofila con cuya cantidad la RUBISCO resulté

dar una reaccién positiva aun visible en el extracto de
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hoja; ademads, tamblén se puso una muestra con 0.0275 ug de
clorofila.2 yl" (Hd) y una con 8.33 ug de clorc.vfila.Zul'l
(He), ambas de un extracto de hoja de malz como
control positivo de la técnica y un extracto de callo verde (CV)
de la variedad VS5-22, como un control positivo de los callos.
Este callo que presenté brotes en su superficie alcanzé una
concentraclén de clorofila de 7.03 ug.g'l peso fresco (el
miximo 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 ,uE.m"z. seg'l. después de
40 dfas de ser |Irradiado. Asimismc, se aplicé una muestra
de BSA que contuvo 15 ug de protefna, como control negative de
la técnica y una muestra de callo blanco (CB) como control
negativo de 1los mismos, con 0.15625 ug proteina, cantidad
equivalente a 0.0275 ug de clorofila en el extracto de hoja

utilizado.

V.10, Medicién de la actividad enzimdtica de la RUBISCO.

El primer paso para determinar la actividad enzimética de la
RUBISCO en los cultlvos celulares de mafz, consistié en un ensayo
control, aplicando el método a un extracto semipurificado con PEG
de hojas de maiz,

La fuente de enzima para reallzar el ensayo enzimdtico (Pike,
1987), se activéd al comblnar 9 volumenes de la misma con 1
volumen de golucién de activacién (MgCla 100 mM, NaHCOa 10 mM) y
dejarlas reposar a 4°C durante 3 minutos. De esta mezcla
activada se tomaron 30 ul (extractos de callos) 6 15 ul (extracte

de hoja) y se afiadieron a 30 ul (extractos de callos) o a 45
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#l (extracto de hoja) de medio de reaccién colocados en viales
de cristal para centelleo, con lo cual dié inicio la reaccién.

El medio de reacclén enzimidtica consistié en los sigulentes
componentes a las concentraciones finales Iindicadas: buffer de
ensayo pH 8.1 (tricina 0.1 M, MgCla 20 mM, DIT S mM), RuBP 3 mM y
Nak'%cos 10 mM (con actividad especifica de 1.25 uCi.u.lol" para
lag muestras de callo y de 0.25 uCl.unol" para lags muestras de
hoja). La reaccién se llevé a cabo a 28 °C y se par6é afiadiendo
200 pl de HCl 3 N en metanol a les 0, 20, 40 y 60 segundos
(para los extractos de callo) o a los 0, 15, 30, 45 y 60 cogundos
(para el extracto de hoja), posteriores al inicio. Después de
esto se evaporaron las muestras on bafic Maria para eliminar
el CO2 radioactivo que no se 1ncorporé durante la reacclén
Y el residuo se resuspendié en 50 ul de akul degionizada y
se le afiadleron 5 ml de 1liquido de Bray (Bray, 1960).
La radioactividad incorporada en las muestras se detecté
utilizando un contador de centelleo Minaxli B Tri-Carb, 4000

Serles.

V.11 Técnicas Histoléglcas.

De los callos con brotes que se expusieron a la luz, las
porciones que se tomaron para realizar los aniklisis histolégicos
fueron las zonas enverdecidas localizadas en los brotes.

En el caso de los callos "en capa" y cultives "en placa®, las
muestras que fueron fijadas se tomaron indistintamente de

cualquier punto de la superficie de los cultivos.
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V.11.1 Microscopfa éptica.

De los diferentes medios y condiciones que se manejaron
para inducir el enverdecimlento de 1los cultlvos celulares de
ma{z, se tomaron muestras de los sigulentes casos: callos
blancos,callos 1luminados por 12 dias en los medios A y D y
callos iluminades por 7 dias en los medios 1 y 2.

La técnica histolégica que se desarrollé fue la reportada por
Garcfa (1991). El grosor de los cortes fue de 6 um, para lo cual
se utllizé un microtomo Reichter-Jung. Las observaclones se

realizaron en un microscopio 6ptico Leitz-Dialux 20.

V.11.2 Microscopia electrénica.
En este caso, las muestras fijadas correspondieron a las muestras
iluminadas por 7 y 12 dias que se incubaron en los sigulentes
medios y condiclones: medio A, medlo D, condicién 1, condicién 2,
cultivos "en placa”. Asimismo, se fijaron, en condicones de
obscuridad, callos incubados en el medio A y cultivos "en placa”
antes de exponerse a la luz.

El material blolégico se fijé por dos horas en glutaraldehido
2% (v/v) en buffer de fosfatos 0.15 M, pH 7.2 a 4% v se postfijé
en tetradxido de osmio 2%, también por dos horas a 2%, Luego se
deshidraté en etanol y se embeblé en Epon. Se utilizé un
ultramicrotomo OmU3 Reichter y se realizaron cortes de entre 350
y 400 °A Las muestras se contrastaron utllizando nitrato de
uranilo y citrato de plomo (S&nchez de Jiménez et al.,1988). Las
observaciones se reallizaron en un microscoplo electrénico JEOL

100B.
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VI. RESULTADOS.

VI. 1. Induccién y mantenimiento del material bilolégico.

La primera meta consistié en inducir callo de embriones de
semillas maduras de maiz y mantener un cultivo In vitro de estos
callos en forma sistemidtica. Se probaron diferentes medios de
cultivo, los cuales se sefialan en la tabla I as{ como su
resultado en cuanto a la produccién de calle en base al peso
fresco. Se puede notar que los medlos con mayor rendimiento de
callo fueron el 6 y el 8 ya que el resto de los medios generd una
cantidad de callo semejante, a excepcién de los 4, 5 y 11. Después
de obtener los callos, éstos se resembraron en diferentes medios
(tabla II) y se incubaron en la obscuridad por dos semanas. Los
medios en que crecleron mejor los callos en los subcultivos,
fueron Ne¢ con prolina 9 mM (2') y 20 mM (1') y R2 con cinetina
0.01 ppm (9'). En términos generales, se puede concluir que el

medlo Ns con Pro 9 mM fue ligeramente mejor que el Ra.

VI.2. Enverdecimiento de los callos.

Dado que la mediclén de los diferentes parametros indicativos
de la blogénesis del cloroplasto se hizo hasta después de haber
realizado todos los experimentos, fue necesario tener una
referencia que permitiera selecclonar las mnmejores condiclones
experimentales, sobre la marcha delos mismos. Para este fin a los
cultivos celuiares se les asigndé arblitrariamente un nimero de
acuerdo a la intensidad del tono verdoso logrado (ver gama de
tonalidades). El numero 1 se refiere al color de los callos no

expuestos a la luz y los numeros sucegivos indican una mayor
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TABLA 1. PRODUCCION DE CALLOS DE MAIZ (var. VS-22)
EN DIFERENTES MEDIOS DE INDUCCION.

Medio de Induccién. P. fremco (g)/7100 embriones
(1) N64 8.10
(2) N62 8.90
(3) N62e . 9.40
(4) N64* 7.50
(5) N6cc 5.60
(6) R& 11.20
(7) Re 8.40
(8) Rs 10.70
(9) Rae 8.95
(10) Ra2 9.54
an®  Ra a.88

La induccién de los callos se 1llevé a cabo en 1la obscuridad
durante 3 semanas. G: Los callos inducidos en este medio se
incubareon en fotoperiocdo de 16 h luz. °: con hidrolizado de
caseina (200 mg.I."'); a partir del medio (6) todos lo 1llevan. La
composicién hormonal de los medlos de induccién se describe en el
Apéndice.
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TABLA II. PRODUCCION DE CALLO DE MAIZ (var.

EN DIFERENTES MEDIOS DE RESIEMBRA

vs-22)

M. de induccién| M. de resiembra Peso inicial Peso final
(%) (%)
1 (1') N6 100 145.6
prolina 20 mM
2 (2') Ne 100 152, 8
prolina S mM
.3 (3') N6 100 126.0
e Asn 250 mg/L
4. (4') N6 100 122,5
adenina 10 mg/L
5 (5') Nécx 100 77.1
6 (6') Ra 100 130.0
7 (7') Rz 100 117.0
8 (8') Rz 100 121.5
9 (¢') Rz 100 146.0

Les callos inducidos se transfirieron a diferentes medios

resiembra y, después de 14 dias de incubacién en la obscuridad,

pesaron nuevamente, El peso iniclal se consideré como un

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

brotes y los eallos "en capa" (sistema A). La tonalidad mostrada
en el numero 1 corresponde a los callos resembrados en la

obscuridad; los numeros sucesivos indican una mayor intensidad del

tono verdoso.
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intensidad de tono verdoso.
VI.2.1. Efecto del genotlipo en el enverdecimiento de los callos.
En el presente trabajo se encontré que los callos de la
variedad VS-22 sélo desarrollaron entre 3 y 4 puntos y/c manchas
de color verde, de aproximadamente 3 mm de extensién/callo,
después de 12 dfas de 1luminacién ; de hecho, estas =zonas
enverdecidas fueron visibles desde los 7 dfas. En contraste,
después del mismo periodo de estudio, los callos de la variedad
Tuxpefio desarrollaron un color verde en una gran parte de su
superficle (Solfs et al1.,1989). Esto indica que el genotipo de
las células en cuestioén, origina respuestas diferentes en la

biogénesis del cloroplasto.

VI.2.2. Efecto de la luz en el enverdecimiento de callos.
VI.2.2.1. Régimen de horas luz.

La respuesta de 1los callos con brotes expuestos a un
fotoperiodo de 16 h 1luz/8 h obscuridad, fue similar a la obtenida
con los callos expuestos continuamente a la luz.

A las regiones enverdecidas de los callos que se resembraron
en el medipo R cuya composicldén hormonal fue AIA 10 ppm, BAP 0.3
ppm, ya fuera en luz continua (condicién 1) o en fotoperiodo
(condicién 2), se les asigndé el nimerc 5 de la gama de tonalildades
verdes.

VI.2.2.2. Intensidad luminosa.

Fueron dos las intensidades luminosas a las cuales se expusieron
callos de maiz desprovistos de brotes y colocados en forma de
capa, bajo condiclones de fotoperiodo (16 h 1luz): 90 y 150

uE.m'z.seg". ‘En ambos casos la temperatura se mantuvo entre
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27t 1%¢c. Ninguno de los callos incubados en estas condiclones
desarrollé zonas verdes, sin embargo el tono verdoso de todos
ellos fue muy débll pero de la misma intensidad (#3 de la gama
de tonalidades); por lo que aparentemente en el rango
probado, 1a mayor intensidad luminosa no generé un aumento
importante en 1la sintesis de clorofilas. No obstante, se
decidié  continuar los  experimentos a 150 pE.n 2 geg™
conslderando que podrian existir diferenclas cuantitativas
reales en el contenido de clorofilas, no perceptlbles a simple

vista.

V1.2.3, Efecto de la composlicién hormonal en el enverdscimiente
de callos con brotes y callos sin brotes (sistema A).

La respuesta de los callos con brotes incubados en un medio
con una relacién de auxina/citocinina 3 veces més alta que la
utilizada en los experimentos relativos al efecto del genotipo,
fue la misma en ambas condiciones de luminosidad a los 7 y 12
dias de cultivo: 3 a 4 zonas verdes de aproximadamente 3 mm de
extenslén/callo, con 1gual intensidad de color (# S de la gama de
tonalldades).

Los resultados que se refieren al enverdecimiento de
callos con brotes en medios <con diferente composicién
hormonal, muestran que el porcentaje de calles “en apilado” con
zonas verdes fue ligeramente mayor con la combinacién
hormonal AJA 10 ppm, cinetina 0.1 ppm (75%) que con la combinacién
AIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm (71%). E1 medio con MCPP 0.25 sélo
permitis un 58% (tabla I1I). Es importante destacar que la mayoria

de las zonas verdes (miximo 6/callo) se presentaron en la parte
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TABLA III. EFECTO DE LA RELACION Y TIPO DE HORMONAS Y DE LA

GEOMETRIA DEL CALLO SOBRE EL PORCENTAJE DE CALLOS DE MAIZ

(var. VS-22) CON ZO0NAS VERDES.

Geometria del callo Composicién hormonal del medio

de enverdecimlento (ppm)

AIA 10 AIA 10 MCPP 0.25
clinetina 0.1 BAP 0.3
callo “apilado" 5% Ti% 58%
callo "en capa" T5% 64% Nd
Las condiciones de incubacién fueron: fotoperlodo 16 h 1luz; 150

1 +

KE.m 2. geg”?; 27 ¥ 1°C, excepto para
de MCPP 0.25 ppm, aplicéndose luz
contuvieron zonas organogénicas y se

en los medios de enverdecimlento. Nd:

&6

el que inve
continua.

incubaron d
no determi

lucré 1la adicién
Todos los callos
urante 3 semanas

nado. n= 12



basal de los brotes qus comUnmonte desarrollan estos callos
cuande son resembrados en 1la obscuridad. De hecho, estas
zonas verdes localizadas explican aproximadamente el B80% del
color verde en los callos analizados.

Con base en los resultados anteriores y con la ldea de lograr
un cultive que enverdeclera de manera homogénea, se 1lnvestigd si
este tipo de callos con brotes, colocados en forma de "capa
delgada" mds o menos uniforme en altura, tamblén desarrollaria
color verde al ser expuesto a la 1luz, en los medios que
anterjormente propiciaron la sintesis de clorofilas. Esta
variacién en la manipulacién de los callos se basé en la
diferentes disponibilidad que tlenen sus distintas regiones, con
respecto a nutrientes, hormonas y luz, originada por la forma
irregular de los mismos.

El medio con AIA y clnetina resulté mejor que el medio con
AIA y BAP ya que en el primero, el 75% de los callos presenté
puntos verdes y, en el segundo, s6lo el 64% (tabla III). Sin
embargo, en ambos medlos, nuevamente la mayoria de los puntos y
zonas. verdes se presentaron en los brotes de los callos. Por
consigulente, se desarrollé un sistema en el cual al iniclio de la
tercera resiembra (incubacién en la luz), se eliminaron los brotes
de los callos y estos callos sin elementos organogénicos fueron
acomodados como "capas delgadas" sobre la superficie de los medios
de enverdecimiento, Este constituyé el sistema A y en 61 se
analizé la influencia de otras relaciones hormonales y de la
fuente de carbono, sobre el enverdecimiento uniforme de los
cultivos.

Cuando 8e incubaron en la 1luz una serie de callos
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desprovistos de brotes, se observé que practicamente ninguno formé
puntos ni zonas verdes como los que anteriormente se habifan
formado, sino que el color del callo se hize mds uniforme, con
distintos grados de tono verdoso, de acuerdo a la composicién
hormonal presente en el medio de enverdecimiento, (tabla IV).
Aparentemente la transferencla de callos a un medio que contenga
AIA 10 ppm y cinetina 0.1 ppm (medloc A), favorece un mejor
desarrollo de dicho tono (#3 en la gama) que la cinetina sola a
una ccncentracién de 0.1 ppm (medlo B) o combinada con BAP, ambas
a una concentracién de 0.1 ppm (medio C) (#2 en la gama de

tonalidades).

VI.2.4. Efecto de la fuente de carbono en el enverdecimiento
de callos sin brotes,

La tabla V muestra que, en apariencia, la incorporaclén de
lactosa al medlo no tuvo influencia sobre la intensidad del tono
verdosoc ya que la apreclacién visual fue la misma para el problema
que para su control {(#3 en la gama de tonalldades). Tamblén se
aprecia que la sola disminucién en la concentraclén de

la sacarosa, tampoco produjo resul tades benéficos.

VI.3. Cultivos en suspensidn,

Al iniclo, los callos se transfirieron a dos medios
‘liquidos: Ra y Ne, ambos con .MCPP 2 ppm y cinetina 0.01
Ppn. Los dos cultivos slempre desarrollaron un color
amarillo-café desde los primeros dfas de su establecimiento. Por
ello se analizé el efecto de 1la transferencia de regiones

vascularizadas del callo, del medio sélide al 1lfquido, ya que
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TABLA IV. EFECTO DE LAS HORMONAS AIA, BAP Y CINETINA SOBRE
EL ENVERDECIMIENTO DE CALLOS DE MAIZ (var. VS5-22) SIN

BROTES ORGANOGENICOS.

Composicién de hormonas en el Intensidad en el desarrollo
medio de eneverdecimiento (ppm) del tono verdoso.
-
AIA 10, cinetina 0.1 # 3 (100%)
cinetina 0.1 # 2 (100%)
cinetina 0.1, BAP 0.1 # 2 (100%)

Los callos se incubaron durante 12 difias en los medlos de
enverdecimiento con una disposicién geométrica "en placa" (sistema
A). Fotoperiodo: 16 h luz ;150 pE.m %.seg”'; 27 I 1%, . el
numerc entre paréntesis indica el por clento de callos que

tuviasron esa respuesta. n=8,
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TABLA V. EFECTO DE LA CONCENTRACION Y FUENTES DE CARBONO,
SACAROSA Y LACTOSA, SOBRE EL ENVERDECIMIENTO DE CALLOS

DE MAIZ (var. VS5-22) SIN BROTES ORGANOGENICOS.

Composicién de hormonas Fuente de carbono Intensidad del

en el medlo de enverde- en el medio de -~ tono verdoso
cimiento (ppm) enverdecimiento.
L]
AIA 10, cinetina 0.1 Sacarosa 3%° # 3 (100%)
Sacarosa 1%° # 3 (100%)

Lactosa 2%

cinetina 0.1, BAP 0.1 Sacarosa 3%° # 2 (100%)
Sacarosa 2%° # 2 (100%)

Los callos se incubaron durante 12 dias en los medlos de
enverdecimiento, con una disposicién geométrica "en placa”
(sistema A). Fotoperiodo: 16 h luz; 150 pE.m 2.seg™’; 27 £ 1%. E1
nimero entre paréntesis indica el por ciento de callos que
tuvieron esa respuesta. °: grupo control. °: grupo experimental.

n= 8,
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probablemente bajo condiciones de agitacién (cultivos en
suspensién) las células que constituian a estas regiones se
murieran y excretaran sustancias téxicas al medio. Se encontré
que dichas zonas vgﬁéular!zadns no tuvieron influencia alguna
sobre la coloracién del medto, aunque esta caracteristica
fue mis evidente en el medio Ne.

Como la presencia de color café en los cultivos on suspensién
podrie ser reflejo de oxidaclones, se afiadieron diferentes
cantidades de #Acido ascérbico al medio de cultivo Ra: 2, 10 y 20
m,s;.l'l Aparentemente no se encontraron cambios al emplear este
antioxidante.

Finalwente se wmanipulé ‘otro lote de callos el cual se
resembré sucesivamente en medios con menor y mayor concentracién
de MCPP y AIA, respectivamente (medio R modificado). En este
caso, la ccmposicién final del medio fue: medio R con AIA 10 ppm,
cinetina 0.1 ppm, sacarosa 3% Aparentemente hubo una ligera
mejoria en cuanto al color que mostraron los cultivos utilizando
este medlo.

Los resultados relativos al crecimiento de los cultivos en
susp;neién incubzdcs en un medio R, permiten afirmar que nc hubo
un cambio en el numerc de la poSIaclén de células totales ni en el
patrén de frecuencia de los agregados celulares analizados,
después de una semana de incubacién a 110 rpa en aglitacién
rotatoria. Aproximadamente el 814 de 1la poblacién celular
consistlsé de entidades separadas en tanto que el 19% comprendié
agregados en su mayorfa con nimeros de 1 a 5 células. Los
agregados que contuvieron entre 6 y 10 células fueron mis

frecuentes que aquellos con 11 o mas 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 MAIZ (var. VS-22), DESPUES DE UNA SEMAMNA DE INCUBACION

Nimero de céiulas Numero de agregadcs celulares/ml
totales (X 10%/ml)

1 a5céls.{ 6 a 10 céls.| 11 6 mls céls

1+

D{a 0 2.28 - 0,33| 0.40 £ 0.09 | 0.03 ¢ 0.01 0.0 6 £ 0. 04

Dia 7 1.94 * 0.57| 0,34 £ 0.13 | 0.01 £ 0.00 | 0.0 3 + 0. 02

Los cultivos en suspensién se mantuvieron en la obscuridad a 27 b
1°C, con agltacién rotatoria de 110 rpm. n=6.
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Los pasos reallzados para la consecusién de este cultivo tipo
“placa" fueron satlsfactorios ya que permitieron uniformizar
parclalmente el tamafio de las células, después de filltrar los
cultivos en suspensién a través de una malla de 380 um de apertura
y, ademis, las "placas" se distribuyeron homogéneamente en el
papel sobre el cual se aplicaron, mostrando una superficle

uniforme.

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

Aun cuando no se planteé enverdecer este tipo de cultlvos,
se decidlé averiguar, sélo como una aproximaclén, cudl seria la
respuestiu de estas células disociadas al ser expuestas a la luz.

En el primer intento para enverdecer una serie de cultivoes
tipo "monocapa", se utilizé un lote de cultivos en suspensién
incubado en medio Rz (MCPP 2 ppm, cinetina 0.01 ppm, sacarosa 3%);
este medio se utiliz6é para resembrar los callos establecidos de
donde se originaron aquellos cultivos. Bajo estas condlclones, los
cultivos en suspensién no exhibieron un color amarillo-café y las
“placas" resultantes sge incubaron por 21 dfas a 27°C, con
fotoperiodo de 16 h luz e intensided luminsgz do 90
HE. m-z. seg"l,en un medio R con sacarosa 2%, manitol 14 y ya fuera
con AIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm o bien BAP 0.3 ppm, cinetina 0.1 ppm.
La primera combinacién de hormonas se basé en lo reportado para el
enverdecimlento de callos de la variedad Tuxpefio de maiz (Solis et
al.,1989). Los resultados mostraron que con las dos combinacliones
hormonales, la Intensidad del tono verdoso desarrollado fue
bastante homogéneo en las “placas" de ambos lotés (#4 en la gamsa).

Con la intencién 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 combinacién hormonal fue AIA 10 ppm y clnetina
0.1 ppm, en base a la apreclacién visual, ésta se aplicé a otro
lote mas de cultivos tipo "placa", a 150 pE.m'z.seg'l. el cual
provino de los cultivos en suspensién resembrados en el medio R
modificado. Sin embargo, en este caso el resultado fue negativo.
Puestc que una diferencla importante entre el sistema A y el
B fue que los cultivos en suspensién se aplicaron sobre un disco
de papel Whatman No.2 y una malla de nylon, lo cual no ocurrié con
los callos "en capa", ésta podria ser una causa de la carenclia de
enverdecimlento en los cultives tipo B. Para descartar esta
posibilidad, se realizé un experimento que permltiera descartar la
influancla de estos soportes sobre el enverdecimiento de calles
"en capa" con brotes. Cuando este tipo de callos se incubé en
un medlo con y sin malla de nylen y papel Whatman, en ambos
casos con AIA 10 ppm, cinetina 0.1 ppm y sacarosa 3%, bajo
fotoperiodo de 16 h luz y 90 pE.m2.seg™, después de tres
semanas de 1luminacién, el 75% de 1los callos de cada lote
desarrollé puntos y manchas verdes sobre los brotes; por lo
anterior, s5& consldoré guc los cultivos del sistema B no tuvieron
una limitante fisica en glchos soportes para tomar sus nutrientes.
En consecuencla, el sistema celular de tipo B obtenidc después de
haber pasado el callo por medio liquido y haberlo organizado
posteriormente en medio sélido, parecié tener diferenclas

originadas en la manipulacién del callo de donde se derivé.

VI.5, Medida de parémetros bioquimicos.

Para conocer algunos de los camblos bloquimlcos que se
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presentan durante la blogénesis del cloroplasto en el cultivo In
vitro de células, se decldlé cuantificar el nivel de clorofilas
totales ya que la blogénesis de este organelo va acompafiada de una
sintesis lmportan{:e' de este pigmento. A partir de
estas cuantificaciones se pudo calcular la relacién de clorofilas
a’b, la cual es un parametro indicativo del tlpo de cloroplastos
presentes. Asimismo, se lnvestigé si la proteina RUBISCO estaba
presente, utilizando antlcuerpos contra la holcenzima y si esta
proteina mostraba actividad enzimAtica, para saber si se daba un
engambla je adecuado de las subunidades que la constituyen y formar
la holoenzima activa. Finalmente, también se realizaron
estudios histolégicos con el fin de correlacionar los aspectos
ultraestructurales del proplastidio con algunos eventos

bioquimicos.

VI.S5.1. Determinacién del contenido de clorofila.

El nlvel de clorofila total en los callos con brotes fue de
0.30 pg cloro!’ila.g-‘ peso fresco & los 7 dias y de 1.05 ug
clorofila.g—l.peso fresco a los 12 dias de fluminacién.

En los callos con brotes a los cuales se les aplicé un
fotoperiodo de 16 h luz, el contenido de clorofila a los 7 y 12
dias de i{luminacién fue respectivamente: 2.24 y 0.07 pug
t:loroi‘j.la.g'l peso fresco (figura 6). Esto nos muestra que la
duracién de las horas luz origina un patrén diferente de
sintesis de clorofila en los callos incubados en un medio con
AIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm. En cambio, en loa calles incubados
en un medio con AIA 10 ppm, BAP 0.1 ppm, el tlempo de

exposicién a ‘la luz no produjo respuestas muy diferentes
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Fig.8. Efecto de las hormonas AIA y BAP
y de las horas luz sobre la sintesis de
clorofilas totales en callos de maiz.

pg clorofila total/g peso fresco

2.5
37 dias 12 dias
2"'
1.5F =
I\ .
\
0.5 ’
N
o \ AW MW \
1 2 3 4

Condiciones
con AJIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm

1y2
3 y 4 con AIA 10 ppm, BAP 0.1 ppm
1 y 3 luz continua; 2 y 4 fotoperiodo.
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(figura 6, condicliones 3 y 4).

Al comparar el efectoc de estas dos combinaclones hormonales
entre si, se aprecia que la consistente en AIA 10 ppm, BAP 0.3
ppm fue la que mayor cantlidad produjo de este pigmento, en callos
sometidos a fotoperiodo (condicién 2). Es probable, entonces, que
se requleran de altas concentraciones de esta citocinina para
aumentar la sintesis de clorofila total. Las diferencias
encontradas en el desarrollo de manchas verdes entre callos de la
varliedad Tuxpefioc y VS-22 (seccién VI.2.1.) después de 12 dfas de
l}uminacién continua, se reflejé por lo tanto en los ug de‘
clm'ofl.la.g'1 peso fresco alcanzados, ya que para Tuxpefio se
obtuvieron 8.0 ug cloroﬂla.g'x peso fresco (Solis et al.,1989) y
para Vg-22 1.05 ug clorot‘.i.la.g_l peso fresco.

Independientemente de 1la composicién hormonal de los

medlios A, B y C, la tendencla general de los cultivoes en
capa" (sistema A) fue aumentar su nivel de clorofila de los 7 a
lo:; 12 dfas de iluminacién, aunque el mayor nivel de ésta se
alcanzé «con cinetina 0.1 ppm, BAP 0.1 ppm (figura 7,
medio C).

Por 1lo tanto 1la apreciacién visual no reflejé las
diferencias cuantitativas reales en el contenido de clorofilas
(ver tabla 1V),

Respecto a los callos tamblén del aoistoma A, que se
utilizaron para estudiar la importancia de la fuente de carbono en
el enverdecimiento, el contenido de clorofllas fue mayor en los
cultivos resembrados en el medio con sacarosa/lactosa (medio D)
que en los resembrados en los medlos control, el cual contuvo

sacarosa 3% (medlo A); en tanto que los cultivos resembrados en el
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Fig.7 Efecto de AlA, BAP, cinetina,
sacarosa y lactosa sobre la sintesis
de clorofilas totales en callos de maiz

o pg clorofila total/g peso fresco
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Al \ :
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Lax letras representan los medios de
enverdecimiento. Su composiocion se de-
talla en “Materiales y Métodos".
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ESTA TESIS NO DEBE

SALIR DE W

medio con sacarosa 2% (medio E), tuvieron un menor contenido de
clorofilas que los callos resembrados en su medio control {medio
C) (figura 7). En este caso como aquél en que se evalué la
influencia de las hormonas, no exlstié una concordancia entre la
apreciacién visual del tono de los callos y la cantldad de
clorofila determinada {(ver tabla V).

Aparte de haber cuantificado el nivel de clorofilas totales
en lcs callos con brotes y callos sin brotes, después de 7 y 12
dias de ilumlnacién, también se cuantificé el nivel de la
clorofila a2 y el de la clorofila b, con lo cual se pude calecular
su proporclién, Los valores de estas relaclones aparecen en la
tabla VII. Como se observa, en ningin caso el coclente es cercano
a 3.0;6 mayor, excepto en los callos con brotes incubados en la
caondicién 4, lo cual suglere que al menos todavia no existe una
poblacién homogénea de cloroplastos maduros del tipo C3 y menos

aun del tipo Ca.

VI.S5.2 Deteccién de la presencia de la proteina RUBISCO.

Las alicuotas de las diferentes diluciones del extracto
semipurificado con PEG, de hojas de mafz, dlsron una rosccisén
positiva para la RUBISCO en la que la dllucién mas concentrada
produjo la tonalidad mas intensa. La diluclén m&é alta que
predujo un color aun visible, fue la que contuvo 0.0275 pug
clorofila.2 ul" de muestra (Hd). De hecho, una muestra que
contuvo 8.33 ug clorofila.2 ul™! muestra (He), originéd una
gefial mucbo mayor, misma que fue comparable a la obtenida con el
callo verde control (CV). La muestra de callo blanco (CB),

contraric a lo esperado, mostrd una sefial 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 organogénicos

c 1 c 2 c 3 c 4
7 dias{ 1.12 * 0.13 | 1.11 2 0.02 | 0.51 £ 0.03 | 0.52 * 0.10
12 difas| 1.15 * 0.06 { 0.78 £ 0.34 | 0.78 2 0.33 | 2.22 = 0.53

!
Callos 3in brotes organogénicos (sistema A)}.

A B c D E
7d.| 1.32 *0.21! 0.55 ~ 0.08] 1. 0 2 0.16 | Nd |0.88 * 0.02
12 d| 0.59 * 0.00{ 0.64 > 0.09{ 1. 2 £ 0.06 | 1.78 [0.30 * 0.03

La descripcién de las condiciones 1 4 (C1 a C 4) y de los
medios A a E, se localiza en los piles de las figuras & vy 7,
respectivamente. Nd: no determinado.
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débil. Una alfcuota de BSA, correspondiente al control
negntivo{ con 15 pug de protefna.2 ul™ muestra, no dié reaccién
positiva, 1o que significé que el anticuerpo utilizado fue
especifico contra la RUBISCO (figura 8).

Con respecto a los callos que se resembraron en los medios de
enverdecimlento con AIA 10 ppm y BAP 0.3 ppm (condlcién 1: 1luz
contlnua; condicién 2: fotoperiodo) y AIA 10 ppm y BAP 0.1 ppm
(condicién 3: luz continua; condicién 4: fotoperlodo), todas las
muestras correspondientes a los 7 dfas de iluminacién
presentaron una respuesta positiva a la protefna RUBISCO, en
intensidad similar entre sf{ (evaluacién visual), =2 una misma
concentracién de clorofila (figura 9) y mucho mayor que la
del cmllo blanco (flgura 8). Debe notarse que los callos
incubados en la condiclén 3 (figura 9) son los que dieron
una respuesta mas intensa.

Después de 12 dfas de 1luminacién, en la mayoria de
las condiclones empleadas para Inducir el enverdecimiento la
intensidad de la seflal disminuyé (figura 9), indicando una
disminucién en la sintesis de la RUBISCO y/o una degradacién de la
misma, lo que finalmenie se traduce en una lnestabilidad de esta
protefna. La inestabilidad serfa, de mayor a menor, en los callos
crecidos eh la condicién 1, luego en los callos de las
condiciones 4, 3 y, finalmente, en los de la condicién 2 en
cuyo caso de hecho la sefial para la RUBISCO se incrementé,
denotando mayor estabilidad.

El conjunto de estos resultados indlca que en este tipo de
callos con brotes, el régimen de horas luz y la relacién

auxina/citocinina probablemente originan una s{ntesis diferente de
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Figura ‘8. Hd:. extracto . diluido. _.de.. ho_jaw(o. 0274 -ug- clorofila.2
}11'1); He: - -extracto ' concentrado de hOJa (8.33 ug clorofila 2
ul” ), CB:- extracto de callo blanco “(‘0-1562 ug proteina 2 ul‘l)

e 2

extracto d
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Figura 9. Los. . callos . de maiz_  (var. VS-22) - fueron iluminados

durante 7 y 12 'dias, bajo  las siguientes condiciones: 1, medio R

ppm, | BAP 0. 3. ppm,: fotoperiodo;

ppm; “luz. continua;
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la protefna RUBISCO.

La intensidad de la coloracién contra la proteflna RUBISCO en
los cultivos del sistema A al dfa 7 de iluminacién (figura 10) fue
la siguiente (evaluai:lién visual): los callos incubados en el
medio B mostraron la mayor intensidad y, en orden decreclente,
los incubados en los medlos A, D, C y E. Es de hacerse notar
que el nivel en los callos de los medios ,D, C y E es menor
que el nivel en el callo blanco y en los extractos de hoja, pero
superlor al del control negativo hecho con BSA (figura 8).

De los 7 a los 12 dias de iluminacién, la intensidad de la
marca para la RUBISCO aumenté en todos los cultivos (excepto en
los del medio D) y de manera muy especial en los que se
resembraron en el medioc E (figura 10).

Como una prueba exploratoria iniclal, se buscé la presencia
de la RUBISCO en cultivos "en placa" (sistema B) expuestos durante
7 y 12 dfas a un fotoperlodo de 16 h 1luz (figura 10). Los
resultados dleron una reaccién posltiva para ambos tlempos,

intensificindose 1la =sefial en los 12 dias.

VI.5.3. Actividad enzimatica de la RUBISCO,

Respecto a las diferentes concentraclones flnales de PEG que
se utilizaron para precipitar la RUBISCO (174, 21% y 35%), se
epcontrb que las dos primeras concentracliones precipitaron casi
totalmente la RUBISCO, ya que en ambos casos.la distribuclén de
la actividad de la enzima fue de un 97.5% en el precipltado y de
un 2.5% en el sobrenadante. Ademds, utilizando PEG 174, el
porcentaje de recuperacién de la actividad enzimatica en el

preciplitado, en relacién a la actividad presente en el
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Figura 10. Las letras A, B, C, D y E indican los diferentes medios ;ﬂ-
. de enverdecimiento y‘correépbndeh a los calloé "en capa". El medio
basal fue €l R.:A: AIA-10 ppm, ~cinetina 0.1 ppm, sacarosa 3%; B:'
sacdrosa 3% C: cinetina 0.1 ppm, BAP 0.1 ppm;

cinetina ‘0.1 :ppm,
' “‘cinetina 0.1 ppm, sacarosa 1%, 1aqtqsa_

sacarosa: 3

‘E::éihéﬁiné‘ BAF 0.1 ppm, sacarosa 2% La letra P se

refiere:a ‘"en placa” incubados en un medio con AiA'JQ B

ppm,~c{h§t1né 6;1"ppmiy sacarosa3%.
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sobrenadante original (100%), fue mayor (69%) que utilizando PEG
21% 6 35% (tabla VIII).

Una unldad de enzima se consideré como la cantidad de enzima
que catalizé la fijacién de 1 umol 0z por minuto, a 28°C. pH
8.1 La actividaed especifica se reporta como “Unl.dadas.ma"
proteina total. Como se aprecia en la flgura 11, la reaccién fue
lineal al menos por los primeros 60 segundos.

Al aplicar los pasos de semipurificacién con PEG a los callos
verdes control (CV) de mafz, 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 bajJo: 0,.00346 U. :ng'l
proteina total. En camblio,en nlnguno de los callos "en capa" del
sistern A ni de los cultivos "en placa" del sistema B ,iluminados
durante 7 y 12 dias ,se detecté actividad enzimdtica de RUBISCO.

De acuerdo al experimento realizado con los callos verdes
que tuvieron 7.03 ug clorof!la.g'l peso fresco, esto significa que
el método utllizado en la medicién de la actlvidad enzimitica
de RUBISCO, puede proporclonar resultados positivos en
muestras de callo s6lo si! en la mezcla de reaccién se aplica
una alicuota que contenga alrededor de 0,6021 ug clorofila.

El nivel de ciorofila en los callos en que no se detectd
actividad de RUBISCO, comprendié un intervalo de 0.08 a 2.24 ug
r:l.omi‘ila.g'i peso fresco, por lo que en el ensayo enzimético el
nivel de clorofila contenido en las alifcuotas afiadidas a los
medios de reaccién varié de 0.0068 a 0.1918 ug clorofila.

Los resultados relativos a la cantidad de clorofila
sintetizada y a la presencla de 1la RUBISCO y su actlvidad

enzimadtica en callos de maiz, muestran por lo tanto que la
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TABLA VIII. EFECTO DEL PEG EN LA SEMIPURIFICACION DE LA

RUBISCO EN EXTRACTOS CRUDGS DE HOJAS DE MAIZ (var. VS-22)

Veloclidad de fijacién

% recuperacién

(U.ng™! proteina total) W.al"™h)
Cqncentracién Frace, Fracc. Fraccién
final de PEG en % | preclp. sobrenadante precipitada

17 0.515 0.013 63

21 0. 452 0.010 58

35 0.349 0. 085 28
Scbrenadante del 0.183 100
extracto crudo
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Fig. 11. Actividad enzimdtica de RUBISCO
en holas de malz.

6 umol C0,/mg ’prota(na

0.5
0.4
0.3
c.2

0.1

o ] ] | L ! 1
0o 10 20 30 40 60 80

t (seg)

La fuente de la enzima fue 6! extracto
de hoja semipurificado oon PEG. 8a»
realizaron 2 mediciones para cada tiempo.
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acumulacién de esta proteina y la de la clorofila no estén
correlacionadas y gque la RUBISCO aunque estd presente, @8

inactiva.

VI. 6. Estudios histoldégicos de los cultivos enverdecidos.
VI.6.1. Callos con brotes.

En los callos que se oxpusieron a un régimen de luz continua
¥ que se incubaron en un medio que contuvo AIA 10 ppm, BAP 0.3
ppm, a los 7 dias de iluminacién las células presentaron vacuolas
de diferente tamafio, dictiosomas, ribosomas, reticulo
endoplasmico rugoso, mitocondrias, amliloplastos, proplastidios y
cloroplastos en diferenciacién, pero con un desarrollo aun pobre
de tilacoides (fotomicrografia 1). A los 12 dfas, se volvieron a
observar dictiosomas, ribosomas, reticulo endoplésmico rugoso y
mitocondrias, pero no amiloplastos aunque 8{ pequefios cuerpos
probablemente de reserva asi{ como proplastidios y cloroplastos en
diferenciacién con un sistema de membranas internas més
desarrollado que a los 7 dfas (fotomicrografia 2).

En los callos expuestos a un régimen de fotoperiodo de 16 h.
luz/8 h., obscuridad y que también e incubairon en un medio con AlA
10 ppm, BAP 0.3 ppm, las células presentaron abundantes
mitocondrias, reticulo endoplésmico rugoso, ribosomas, dictiosomas
y, a diferencia de los callos iluminados continuamente, organelos
cuya disposiclén de membranas internas fue semejante a la de los
cuerpos prolamelares, as{ como cloroplastos madurogs del tipo
meséfilo con grana bien desarrollados, tilacoides intergranales y
plastoglébulos. También se detectaron lo que probablemente sea

granulos de reserva en el cltoplasma y vacuola. Algunos
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Fétomicrografia 1. Proplastidios (A 12,200 x) Yy cloroplastos en
desarrollo (B 46,400 X) en células de callos de maiz (var.. vS-22)
con -brotes en enverdecimiento, incubados .. en 1a condicidén: 1+
(iluminacién continua) durante -7 dfas, Las letras representan (a) :
almidén, (am) amiloplastos, (cd) coroplasto en- desarrollo, (m)
mitocondria, (n) nacleo, (p) proplastidio, (pc) pared celular, (r)
ribosomas, (t) tilacoides, (v). vva(}:upla., sl '




Fotomicrografia 2. Cloroplastos en desarrollo (A 14,800 X; B
22,200 X) en células de callos de maiz (var. VS-22) con brotes,
incubados en la condicién 1 (iluminacién continua) durante 12
dias. Las letras representan: (cd) cloroplasto en desarrollo,
(cr) cuerpos de reserva, (d) dictiosomas, (m) mitocondria, (n)
nicleo, (p) proplastidio, (pc) pared celular, (r) ribosomas, (rer)

reticulo endoplasmico rugoso, (t} tilacoides.
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cloroplastos contuvieron grinulos de almidén (fotomicrografia 3).
No obstante, a los 12 dfas de exposiclén a la luz, las células de
estos callos tuvieron pocas mitocondrias, ribosomas y reticulo,
endoplasmico rugoso, pero mds cuerpos de reserva, vacuolas y una
cantidad relativamente alta de amiloplastos, Tamblén contuvieron
clertos organelos, probablenente cloroplastos, que se
distinguleron por la desorganizacién de sus membranas internas
Los cortes histolégicos destinados a observarse por
microscopia optica, no mostraron la presencia de arreglos
celulares especi{ficos de la anatom{a 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 an el medlo
A fueran lluminados, sus célulasg mostraron un citoplasma denso, en
el que destacaron mltocondrias, pequefias vacuolas, una vacuola
central, reticulo endoplasmico rugoso, rlboscmas, probables
grénulos de reserva, dictliosomas, &miloplastos y proplastidios
(fotomicrografia 4).

En las células de los callos incubados en el medio A que se
jluminaron por 7 y por 12 dfas, se observaron ribosomas,

- mitocondrias, amiloplastos y proplastidios aparentemente con

tilacoides empalmados, pero no intratilacolidales, que habrian
énpezndo a formar grana. El grado de desarrollo de estos supuestos
tilacoides fue ligeramente menor a los 7 (fotomicrografia S5) que
a los 12 dias de incubacién.

En las células de los callos incubados en el medio D por 7

dias (fotomlcrografia 6), se detecté la presencia de mitocondrias,
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F‘otomicrografxa 3 Organelo semejante ail

‘X) y con (D 2‘_'

brotes, incubados en la

‘letras representan
cuerpo prolamelar, r
grana,  ‘(m)  mi tocdndxﬂ

ribosomas.

(rer) ret&;icul




Fotomicrogra fia. 4. Amiloplastos, proplastidios (A 6,960 X),
mitocondrias y dictiosomas (B 46,400 X) en células de callos de
maiz (var.‘VS—22) "en capa", sistema A, incubados en medio A (AIA
10 ppm,- cinetina 0.1 ppm, sacarosa 3%), antes de ser iluminados.
Las ‘letras representan: (a) almidén, (am) amiloplastos, (d)
dictiosomas, (m) mitocondria, (n) nicleo, (p) proplastidio, (pc)

pared celular.
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Fotomicrografia 5. Cloroplastes en desarrollo y amiloplastos en
células de callos "en capa", sistema A, incubados en medio A (AIA
10 ppm, cinetina 0.1 ppm, sacarosa 3%), a los 7 (A 63,600 X; B
46,800) dias de iluminacién. Las letras representan: (a) almidén,
(am) amiloplastos, (cd) cloroplasto en desarrollo, (n) nucleo,

(pc) pared celular, (t) tilacoides.
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reticulo endopldsmico 1liso y rugoso, probables cuerpos de
reserva, proplastidios y cloroplastos con tilacoldes que empezaron
a empalmarse. A los 12 dfas de lluminacién (fotomicrografia 6) las
células de otros callos del mismo lote mostraron ribosomas,
retfcule endopldsmico 1liso y rugoso, vacuolas, mitocondrias,
proplastidios y cloroplastos en diferenciacién semej)antes a los
desarrollados a los 7 dfas de 1lluminaclén. Probablemente la
inclusién de lactosa a los medios de resiembra y de
enverdecimiento permite solamente la diferenclacién de 1los

proplastidios en cloroplastos y no en amlloplastos.

VI.6.3. Cultivos "en placa” (sistema B).

Como quedé sefialado anteriormente, los cultivos en suspensién
se distribuyeron homogéneamente en el papel sobre el cual se
aplicaron, 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". Debldo a esto se decldié examinar la ultraestructura de
lag células de los cultivos "en placa”.

Se encontréd qus a los 7 dias de ser {rradiados, las células
de westos cultivos no presentaron organeles nl estructuras
reconccibles y a los 12 dfas fue evidente que ya mﬁchas células
se encontraban muertas, ya que practicamente sélo se encontraron
restos de membranas y vacuolas (fotomicrograf{a 7). De hecho,
posteriormente se detectéd que antes de que estos cultivos fueran
gometidos a la luz, sus células revelaron la existencla de
desa justes metabdlicos ya que se observéd que el citoplasma

contenfa un numero pequefio de organelos de entre los que sge

97



Fotomicrografia 7. Vista general de una célula de los cultives de
malz (var. VS-22) "en placa", sistema B, incubados en un medio con
AIA 10 ppm, cinetina 0.1 ppm, sacarosa 3% a los 7 (A 17,500 X) y
12 (B 46,000 X) dias de iluminacién. Las letras representan: (m)-

mitocondria, (pc) pared celular, (v) vacuola.
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distinguieron mitocondrias y proplastidios (fotomicrografia 8).
También se observé retfculo endopldsmico rugoso.
En la tabla IX se resumen los resultados obtenidos con los

callos "en capa" de mafz (var. VS-22).
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Fotomicrografia 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 0.1 ppm, sacarosa 3% antes de ser iluminados. Las
letras representan: {m) mitocondria, (p) proplastidio, (pc)} pared

celular, (rer) reticulo endopldsmico rugoso.




Tabla IX. Niveles arbitrarios de diferentes marcadores de la
blogénesis del cloroplasto, en callog "en capa” de mafz (var.
VS-22) en enverdecimiento a los 7 y 12 dfas de iluminacién.

Contenido de Presencia de [Actividad enzimd- |Desarrollo del
clorofila RUBISCO. tica de RUBISCO cloroplasto
7 12 7 12 7 12 7 12
A + ++4 ++ Attt - - + ++
B #++ ++4 ++4+ i+t - - Nd Nd
C  ++++  ++++4+ + ++ - - Nd Nd
D Nd b+ + + - - ++ ++
bbbt
E  ++ +ht + e - - Nd Nd

A, B, C, D y E indican los medios en que se incubaron los callos.
Un mayor nimero de “"+" indica mas cantidad de clorofila
gintetizada, dz RUBISCO presente y de grado en el desarrollo del
cloroplasto. Nd: no determinado. ": en este parametro "+ y 4+
representan un nivel igual al obtenido en callos blancos. =-: no
detectable.
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VII. DISCUSION.

En la primera serie de experimentos se enverdecieron callos
con brotes de maiz de la variedad VS-22 y la respuesta de éstos se
comparé con la de los callos con brotes de mafz de la varledad
Tuxpefio, ya Iinvestigada (Soli{s et &al.,1989). hablendo sido
iguales las condiciones hormonales y de fuente de carbono, en
ambos casos. A los 12 dfas de ifluminacién continua, los callos de
la variedad Tuxpefio enverdeclieron en una gran parte de
su superficie y desarrollaron cloroplastos del tipo meséfilo
y cloroplastos semejantes al tipo de la vaina vascular; sin
embargo, en la variedad VS-22 sélo se presentaron pocas 2zonas
verdes y cloroplastos en formacién con algunos tllacoides
(fotomicrograffa 2). Esta diferencia podrifa atribuirse al
genotipo el cual e; uno de los factores que més afecta sobre
las respuestas de embriogénesis y organogénesis, en cultivo iIn
vitro, particularmente.en el caso de mafz (Duncan et al.,1985).

Se podrfa objetar que el genotipo constituya la razén de la
diferencia de respuestas encontradas entre las variedades VS-22 yb
Tuxpéﬂo. argumentando que para &l enverdecimiento de la primera se
utilizé una intensidad luminosa de 150 pE.m 2.seg™’ y para el de
la segunda una de 600 nE.m'z.seg_' Sin embargo. utilizando
intensidades luminosas de 80, 150, 205, y 250 u.lr:.rn"z.z;eg'1 para
callos de Portulaca oleracea {Kennedy et al,,1977), cultivos en
suspensién de Glyclne max (Gillot et al,,1991), pléntulas de maiz
{(Ruffer~Turner et al.,1984) y callos de mafz (Aoyagl y
Bassham, 1986), respectivamente, se obtuvieron cloroplastos

maduros con grana blen definidos, lo que parecerf{a indicar que la
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intensidad de 1la luz no ser{a el factor limitante para el
desarrollo de los cloroplastos. Sin embargo, seria nacesario
probar el rango de luminosidad de 150 a 600 uE.w 2. seg™’,
sobre la superficie de los callos, para saber si existe un umbral
o intensidad éptima para este desarrollé.

Se sabe que la viabllidad de las semillas disminuye en
funcién del tiempo de elmacenaje (Roberts,1983), por lo que seria
posible que la respussta de enverdecimiento diferencial entre
las variedades VS-22 y Tuxpsfio se deblera a la duracién distinta
en el tlempo de almacenaje de las semillas de donde se
obtuvieron los embriones maduros que originaron 1los callos
respectivos.

En un nismo sistema, no se tienen antecadentes de
comparacién entre condiciones de iluminacién con fotoperiodo e
iluminacién continua, para la blogénesis del cloroplasto. En este
trabajo esto se llevé a cabo en callos con brotes incubados en
las condicliones 1 y 2 (luz continua y fotoperiodo,
respectivamente, ambos con AIA 10 ppm, BAP 0.3 ppm) y, después
de 7 dfas de iluminacién, el desarrollo de algunos plastidios
hastév la madurez y la sintesls de una cantidad relativamente
alta de clorofila sélo se detecté bajo la segunda condicién
(fotoperiodo) (ver fotomicrograffas 1 y 3 y figura 6), aunque la
intensidad de la sefial para RUBISCO (figura 9) fue bastante
semeJante sn ambos casos.

En contraste, en los callos incubados en las condiciones 3 y
4 (AIA 10 ppm, BAP 0.1 ppm) que tamblén representaron condiciones
de luz continua y fotoperiodo, respectivamente, los niveles

de clorofila total alcanzados fueron los mismos a los 7 dias, pero
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la sefiul de presencia de RUBISCO fue un poco mayor bajo luz
continua. Lo anterior muestra que la respuesta de
enverdecimiento ademds de responder al fotoperiodo puede
variar en funcién de la composicién hormonal del medio. Un
enverdecimiento diferencial en intensidad, dependiente de la
relacién auxinascitocinina se encontré en los trabajos de Sdnchez
de Jiménez et al (1988) y de Solis et al (1989).

El hecho de que la formacién de los grana esté limitada por
la acumulacién de clorofila a (Hohr,1977) puede explicar 1las
diferencias encontradas en el desarrollo estructural del
cloroplasto que arriba se sefialé para los callos incubados en las
condiciones 1 y 2, ya que los callos sometidos a fotopericde
tuvieron 1.1 ug cloroflla a.g" peso fresco en tanto que los
gometidos a 1ilumlnaclén continua tuvieron solamente 0.14 ug
clorofila a/g pesc fresco. Esta misma razén se aplica al
desarrollo alcanzado en los cloroplastos de 1los callos
incubados en la condicién 1, tluminados continuamente, puesto que
de los 7 a los 12 dfas de exposicién a la luz, se formaron
més tllacoides (ver fotomicrograffas 2 y 1) y mayor cantidad de
clorofila a.

Por congigulents, parscerf{a que la aplicacién de un régimen
luz~obscuridad, en comparaclén a uno de luz contlnua, desencadena
més réapidamente tanto la conversién de la protoclorofila a
clorofila a y, consecuentemente, un mayor desarrollo de grana en
los callos de mafz cuando estos se incubaron en un medlo
conteniendo AIA 10 ppm y BAP 0.3 ppm.

En cuanto a la deteccién de la RUBISCO, se observé que a

excopclén de los callos regembrados en la condiclén 2, la
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tendencla de los callos resembrados en las condiciones 1, 3 y 4,
fue una disminucién en la Iintensidad de la sefial para esta
proteina de los 7 a los 12 dias de iluminacién (figura 9),
indicando una disminucién en su sintesis y/0 un aumento en su
degradacién, alterando finalmente la velocidad de recamblo.
La RUBISCO pareceria tener una mayor estabilidad en los callos
incubados en la condicién 2 y progresivamente una menor en los
callos incubados en las condiclones 3, 4 y 1.

La degradacién de la RUBISCO en hojas parece ocurrir por dos
medios distintos, de acuerdo a las hipétesis planteadas con
respecto a la explicacién de la senescencia de lag mismas. Uno de
elles seria su destruccién por proteinasas en el interior del
cloroplasto en las fases iniclales de la senescencia, sin que
el numero de éstos se alterara hasta esos momentos (Miller y
Huf faker,1985). La otra posibilidad seria que la RUBISCO fuera
degradada desde el iniclo de la senescencia por proteinasas
localizadas en la vacuola, después de que el cloroplasto fuera
incorporado y desintegrado por ésta, con lo cual el ntmero de
cloroplastos disminuiria también (Wittenbach et al.,1982). Los
result_.ados de la presente investigacién no permiten afirmar por
. cudl 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 dias de
iluminacién (figura 9) y la exhiblda por el callo verde control
(figura 8, CV), no pueden representar la misma cantidad de RUBISCO
que el extracto concentrado de hoja (figura 8, Hc) aunque éstos
hayan emitido una seflal semejante a los otros, ya que en este caso

en relaclén a los dos primeros, se aplicé un exceso de 300 veces
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de contenido de clorofila lo cual debié generar una sefial mucho
mds intensa si hublera existido un exceso de anticuerpos en el
slstema de dot=-blot.

Los callos "en capa" sin brotes (sistema A) tuvieron la
capacidad de difmerenciarse puesto que en ellos se pudo apreclar la
formacién de cloroplastos en desarrollo (fotomlcrograffas 5 y 6)
la presencia de la protefna RUBISCO (figura 10}, y la
acumilacién de clorofile (figura 7).

Los resultados aqui descritos en relacién a la presencia de
RUBISCO en callos, indican que, a los 7 df{ag de lluminacién, en
los callos incubados en los medlos C, D y E (figura 10) y, a los
14 di{as de iluminacidn, en los incubades en los medlos C y D
(figura 10), existe un nlvel igual o aun menor de RUBISCO que en
los callos blancos (figura 8).

Freyssinet y colaboradores (1984) encontraron que en Euglena
gracili{s 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) suglirieron que en plantulas etioladas de
chichgro podria existir la subunidad grande de esta enzima y Nato
y colaboradores (1981) detectaron en cultivos en suspensién de
tabaco, que antes de enverdecerlos la subunidad pequefia ya esté
presente. Sin embargo, Aoyagl y Bassham (1986) no detectaron la
presencia de ninguna de las subunidades en callos blancos de
maiz., Por lo tanto, como se utilizaron antlcuerpos contra la
holoenzima, en los extractos de callo blanco y en los que
mostraron una intensidad de la sefial para la RUBISCO igual o

menhor & 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 tamblién
se detectd un incremento en la intensidad de la respuesta para la
RUBISCO de los 7 a log 12 dfas de lluminacién y de acuerdo a lo
anterlor, probablemente sélo en los callos de los medios A, By E
deblé existir la holoenzima completa. Debe tenerse presente, sin
embargo, que estos resultados son semicuantitativos y las
interpretaclones podrian tener otras opclones. Por ello seria
importante que en experimentos futuros se realizara una
evaluacién cuantitativa de la RUBISCO, utllizando por ejemplo el
método de ELISA.

La induccién del cardcter fotomlxotréflco en la variedad
VS-22 de mafz fue parte de un objetlvo que no pudo leograrse.
Este fracaso radicé en la falta de actividad enzimdtica de
RUBISCO en 1los callos "en capa". Considerando los valores
tan pequefios de actividad enzimdtica de RUBISCO obtenidos en el
grupo control realizado con un callo verde de 7.03 ug
cloroflla.g" peso fresco y que dié una sefial lntensa para la
RUBISCO, no fue sorprendente la ausencia de actividad
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callos con brotes, dado que el contenido de clorofila en todos
ellos fue menor, aunque en algunos la sefial para la RUBISCO fue
tan Intensa como en los callos control.

Se sabe actualmente que la integracién de las subunidades
de la RUBISCO en forma de holoenzima actlva requiere 1la
presencia en el cloroplasto de unas proteinas llamadas
chaperoninas (Ellis y van der Vies,1991), de peso molecular

aproximado de 60 kD que se unen a la subunidad grande de esta
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enzima para mantenerla soluble y que ayudan a su ensamblaje
correcto con 1la subunidad pequefia, produciendo 1la enzima
RUBISCO activa. Asimismo, s8¢ ha demostrado (Salvucei et
al.,1985) que un_a' enzima espscifica del cloroplasto, la
RUBISCO activasa, cataliza la activacién de 1la RUBISCO In
vivo. Esto querria decir, probablemente, que para que
hublera actividad enzimatica de RUBISCO en loc calleos de mailz,
se requeriria la presencia de estas proteinas cuya aparicién

deberia ser ©paralela al proceso de diferenciacién y de

cuya funclén dependeria el blaje de las subunidades de
la RUBISCO y la activacién de 1la holoenzima. En estudios
posteriores seria convenlente determinar los niveles de estas
proteinas a lo largo del proceso de enverdecimiento de los
callos.

A pesar de que el valor miximo de clorofila en los callos “en
capa" fue aproximadamente 10 veces menor que Iinclusive el
de los cultivos de callos con brotes que menos clorofila han
sintetizado (Sanchez de Jiménez et al.,1988; Solis et al.,1989),
la distribucién del tono verdoso exhibida por estos callos fue
homogénea y su aparicién sincrénica, lo cual constituyé la parte
conplemntérlu del objetivo arriba sefialado.

En relacién a las hormonas, el hecho de que durante los 12
dfas de exposiclén de los callos a la luz, s6lo loe del medlo A
aumentaron su contenido de clorofila y su seflal para la RUBISCO
(mayor a la de callo blanco), ademis de haber presentado un
desarrollo - en los tilacoides de los proplastidios en
diferenclacién, muestra que el uso de una‘ combinacién hormonal

consistente en la auxina AIA y la cltocinina cinetina, es mejor
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que el uso de la cinetina sola o que el de dos citocinin.as Juntas,
cinetina y BAP; ésto independientemente de 1la fuente de
carbohidratos ya que en ambos casos se emples sacarosa 3%, para
inducir la blogénesis del cloroplasto y de sus componentes
internos. Esto sugiere que la auxina puede Jugar un papel
fundamental en la respuesta de enverdecimiento, ademds de la
importancia ya reconocida por la mayoria de las investigaciones
reallzadas hasta ahora, en las que las citocininas son el
tipo de hormonas frecuentemente aplicadas para inducir el
enverdecimliento de manera exitosa.

Respecto a la fuente de carbono, la inclusién de lactosa en
el medio de enverdecimiento (medio D), a pesar de haber propiciado
la mayor sintesis de clorofila en los callos "en capa", parecié
impedir la acumulacién de la holoenzima RUBISCO. Se ha reportado
(Sheen, 1990) que la lactosa practicamente no inhibe la expresién
de clertos promotores de genes de protefnas fotosintéticas, por lo
cual esto signiflcarifa que dependiendo de la proteina
fotosintética en cuestlon, este disacldrido originaria una
inhibiclén diferencilal scbre la expresién de los promotores
regpectivos.

Por otra parte, la dismlnucién de sacarosa al 2% (medio E)
resulté mejor que su uso al 3% por permitir la acumulacién de
clorofila y favorecer una sefial muy intensa para la RUBISCO. Lo
anterior seria explicable por lo reportado en la literatura
(Sheen, 1990), en cuanto a que la sacarosa inhibe la expresion de
clertos promotores de genes de protefnas fotosintéticas.

La respuesta de los callos incubados en el medio E (cinetina

0.1 ppm, BAP 0.1 ppm y sacarosa 3%} fue mejor que la de 1los
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incubados en el medio A (AIA 10 ppm, cilnetina 0.1 ppm y
sacarosa 3%}, al menos por lo que a clorofila y especialmente a
la presencia de RUBISCO se refleres. Atendiendo a este uUltimo
criterio, aunque en los primeros no se estudié la diferenciacioén
del proplastidio, es diffcil pensar que los cloroplastos en
formacién presentes en ellos hubleran exhibido un desarrollo menor
al de los cloroplastos de los callos del medio A, los cuales se
encontraron en una etape inicial de su formacién,

Como la bilogénesls del cloroplasto fue mas completa en los
qallos del medic A que en los del medlo C {(grupo control de los
del E) y mads completa en los del medio E que en los del medio A,
es aceptable entonces afirmar que la concentraclén y tipo de
fuente de carbono, més que la composicién y relacién hormonal, sea
el factor limitante de la acumulacién de cloroflla y, sobre todo,
de la aparicién de la RUBISCO.

La induccién del enverdecimiento de células en cultivo In
vitro de plantas C4 ha involucrado el manejo de callos bajo la
forma lirregular con que estos crecen, con la presencia en su
superficic ds Zonas organogénicas. De acuerdo a la lliteratura
consultada (Heyser y Nabors,1982; Nabors et al.,1982; Aoyagl ¥y
Bassham, 1986a; Neumann y Bender,1987; Nelson y Langdale, 1989;
Solis et al.,1989) para el planteamiento del presente trabajo,

éste seria el primero en hacer uso de un sistema de callo "en
capa" sin brotes, para inducir su enverdecimiento.

Los resultados aquf obtenidos revelan la utllidad de este
gigstema: Bse propiclé un enverdscimiento uniforme en intensidad

(débil) y sincrénico, con lo que se evitd la coexistencia de zonas

no diferencladas, zonas enverdecldas y 2zonas en proceso de
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diferenclacién, asf{ como la de reglones de tono verdoso con
diferente intensidad. Ademis, la blogénesis del cloroplasto
ocurrié lentamente, lo que facllita el estudio de los camblos que
lo acompafian desde las ctapas tniclales de su formacién; mas aun,
muestra el potenclal de desarrollarse progresivamente con lo cual
se podrfan investigar las posterlores etapas hasta la madurez.

La ausencia de un mayor desarrollo estructural y bloquimico
en los callos del sistema A pudo deberse a que las relaciones
de hormonas utllizadas no fueron las mids adecuadas, y no tanto al
tipo de hormonas, ya gque las aplicadas fueron las que
tradicionalmente han resultado benéflcas para préactlcamente todos
los cultivos (Yamada et al.,1978; Horn et al.,1983; Solis et
al.,1989). Otra causa pudo ser el empleo de una concentracién de
sacarosa relativamente alta en el medio de cultivo, aunado a ia
baja concentraclién de CO0z en el aire y, probablemente también,
debldo a que la intensidad luminosa aplicada fue baja.

Dada la carencla de un sistema vascular en el
slstema "en capa" que permitirfa la translocacién de fotosintatos
de los cloroplastos desarrollados en las regiones enverdecidas a
las posibles zonas no cnverdecidas, (las cuales estarfan
funclonando como "centros demandantes"), entonces la producclién de
fotosintatos excederfa constantemente la capacidad de utillzacién
de los mismos, lo cual originarfa primero la acumulacién de
almidén en esos cloroplastos y mas tarde la degeneraclén y escasa
presencia de los mismos. Es interesante sefialar al respecto
que la remocién de o6rganos dcmandantes causa un incremento
sustancial en la concentracién de sacarosa de las hojas y una

inhibicién severa de la fotosintesls (Foyer, 1988}.
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La ultraestructura de las células de los cultivos "en placa"
(sistema B) revelé un estado metabélico alterado en las mismas
desde el momento en que estos cultivos fueron establecidos
(fotomicrografia 7). Esto suglere que desde el establecimlento de
los cultivos en suspensién las células probablemente no se
encontraban en condiciones adecuadas para sobrevivir. En la tabla
VI se aprecia, por clerto, que no hubo cambio en el nimero
total de células después de una semana de cultivo. A pesar de lo
anterior, se logré obéervar la presencla de proplastidios y se
detecté una reaccién positiva para la RUBISCO, de Intensidad
similar a la emitida por las muestras de callos blancos. Por
consigulente, el cultivo en suspensién tendrfa que ser me Jorado
y los cultivos "en placa" qulzd deberfan primero ser adaptados
al medio liquido y proplciar su crecimiento o cuando menos
asegurarse de mantener su viabilidad, antes de wutilizar el
sistema B como un modelo de estudio de la blogénesis del
cloroplasto.

El empleo del sistema B presenta ventajas para este tipo de
Investigacién ya que estd formado de una poblacién celular més
uniforme que la dcl sistema A. Ademas serf{a interesante porque
plantear{fa un modelo para conocer la influencia de las uniones
celulares en el proceso de diferenciacién del cloroplasto.

En los cultivos en suspensién existen agregados celulares de
diferente tamafio, pero tamblén existen muchas células libres. Se
desconoce si estas células llbres, una vez reorganizadas como una
"placa" en medio sélido, son capaces de reestablecer contactos
citopldsmicos (plasmodesmos) entre ellas. A este respecto cabe

sefialar que actualmente se ha enfatizado la importancia que puede
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tener la comunicacién entre células en procesos de
diferenciaclén y morfogénesis (Knox, 1992; Poethig, 1989; Robards y
Lucas, 1990; Becraft y Freeling,1991) pero no se sabe su efecto o

requerimiento para la blogénesis del cloroplasto.
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1.

VIII. CONCLUSIONES.

En callos con brotes, el régimen de horas luz-ébscurldad causa
una respuesta diferencial en la blogénesis del cloroplasto,
dependiendo de la relacién auxina/clitocinina. En un medio
conteniendo AIA 10 ppm y BAP 0.3 ppm, un fotoperiodo de 16 h
luz/8 h obscuridad es mucho mds eficiente que la iluminacién
continua, a 150 uE.m'z.seg'ﬂ en promover el desarrollo del
cloroplasto hasta la madurez.

La RUBISCO acumulada en callos con brotes estd presente en
niveles suficlentes parz mostrar actividad enzimatica pero
parece requerir de su ensamblaje y/o actlvacién adecuados.

En un medio de cultivo que contenga sacarosa 3%, es necesaria
la presencia de una auxina (AIA) y una cltocinina {cinetina)
para permitir en mayor grado la biogénesis del cloroplasto, en
callos "en capa”.

Una concentracién de sacarosa relativamente baja (2%), en 1la
ausencia de otra fuente de carbono, es un factor importante
involucrado en la sintesis (sefial positiva) de la RUBISCO, en
callos en proceso de enverdecimlento.

Las mejores condiclones que conduleron a la blogénesis del
cloroplasto fueron: incubaclén de los callos en medio R con
cinetina 0.1 ppm y BAP 0.1 ppm como hormonas y sacarosa 2% como
fuente de carbono y exposicién a la luz por 12 dias a una
intensidad luminosa de 150 uE.m %, seg .

El uso de callos "en capa" es un slistema que permite el
enverdecimiento homogéneo y sincrénico de las células, lo cual

lo hace propilo para estudliar la blogénesis del cleroplasto.



IX. PERSPECTIVAS,

Con el objeto de proplciar un mayor desarrollo en la
biogénesls del cloroplasto en los callos "en capa" de mafz (var.
VS-22) y decidir qué condiclones son las que lo permliten, los
futuros experimentos deber{an comprender lag slgulentes
modificaciones: un Intervalo mayor de concentracién de las
hormonas manejadas paralelo a la aplicacién de wuna baja
concentraclén de sacarosa y una atmésfera enriquecida con CO2, Es
importante sefialar a este respecto que debarfa ponerse especlial
atencién en lograr un equilibrio entre el metabolismo del
cloroplasto funcionalmente maduro y el requerimiento de energia
para el resto de la célula, con la ldea de no generar una mayor
cantidad de fotosintatos que los que se puedan consumlr y asi
poder obtener un cultivo fotomixotréfico estable. Como lo anterlor
involucraria la utillzacién constante de los  productos
fotosintéticos, una alternativa para lograr esto serfa la
induccién de la divisién activa de las células enverdecldas.

Iguaimente deberfan ensayarse intensldades luminosas de 150
pE.m '.seg”! hasta 600 uE.m 2.seg”’. Es posible que tamblén
convenga permitir la exposiclén de los cultivos a la luz por
periodos mayeres a los 12 dfas, ya que en este trabajo la
biogénesis del cloroplasto y la sintesls de sus componentes
internos mostraron una tendencia a proseguir de los 7 a los 12
dfas de lluminacidn, en cuanto a la formaclén de tilacoides,
clorofila total y RUBISCO.

Asimismo, en todos los casos deberia anallizarse el estado de

diferenciacién ultraestructural del cloroplasto. Ademas, si de

115



diferentes tratamientos se desea elegir el mejor y sobre éste
hacer modificacliones adiclonales, el criterio de eleccién deberia
ser el contenido de clorofila total en lugar de la apreclacién
visual. De igual forma, la técnica hlstolégica para microscopia
éptica tendra que ser modificada para conservar Integramente los

arreglos celulares en el callo y evitar la lisis de las células.
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XI. APENDICE.

Soluciones stock del medio Murashige-Skoog (1962).

Solucién Composicién g.L™? Cone. final en
medio R (mg.L™")

A CaCl2. 2H20 44.0 440

B. NH4NO3 16.5 825
KNO3 19.0 950

-C KI 0.083 0.83

CoCl2. 6H20 0.0025 0. 025

D KHz2PO4 17.0 170
H3BO3 0.62 6.2
Na2MoOa. 2H20 0.025 0.25

E MgS04. 7H20 18.5 185
MnS04. H20 0.9457 9. 45'}
CuSOs. SH20 0.0012 0. o1z 
2nS04. 7H20 0.43 2.3

F FeS0a.7Hz20 2.784 27.8
EDTA. Na. 2H20 3.726 37.2

G Inositol 10.0 100

H Ac. nlcotinico 0.1 0.5

I Tiamlna 0.2 1.0

J Pirldoxina 0.1 0.5

K Gliclina 1.0 2.0
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Preparacién del medio R.

1

Solucién stock ml.L”" medio
A 10
B 50
(of 10
D
E
it "’ﬁ G
I “H
I
,J |
K 2
Hidrolizado de caseina ‘ ’ 200 mg
Sacarosa 30 g
MCPP 4 mg (Rs)
2 mg (R2)
Cinetina 0.01 mg (R2)
Agar - s - ‘7.5 8
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Soluclones stock del medio N6 (Chu et al.,1975).

Solucién Composicién g.L! Conc. final
en N& (mg.L™!)

1 CaClz.2H20 16. 60 166

2 KNO3 28.30 2830

3 KI 0.08 0.8
KH2PO4 40.00 400
H3BO2 0.16 1.6

4 MgS04. 7H20 18.50 185
HnSO04. H20 0.33 3.3
ZnS04. TH20 0.15 1.5

F FeS04. 7H20 2.78 27.84
EDTA. Na2. H20 3.72 37.26

H Ac. nicotinico 0.10 0.5

1 Tiamina 0.02 0.1

J Pirldoxina G.10 0.5

K Glicina 1.00 2.0
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Soluclones stock adlclonales al medio Nscc (cocteles)

1

Solucién Composicién mg.100 ml~
1 Glictina 10
2 Tiamina 10
3 Glicina 20

Inositol 1000
Ac. nicotinico 5
Piridoxina 5
Tiamina 10
4 Gliclina 200
Asparagina 100
Ac. aspartico 75
Arginina 600
Urea 450
Ttamina 10
Ac. nlcot{nlco 10
Piridoxlna 10
Ac. félico 10
Biotina 10
Ribof lavina 1.0
Ac. glutéamlco 75
Inositol 450
S Adenina 100
HaS04c 5 gotas
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Preparacién del medio Ns.

Soluclén stock

K
Sacarosa

Agar

Para el medio Nécec, ademds de lo anterior, se afiadié:

soluciones cc ml.L™? medio

1 10

2 9

.3 10

4 10

5 10
asparagina 150 mg
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Concentracién de hormonas en los medios de induccién

y de resiembra indicados en las tablas I y II,
Medlo de hormonas medlo de hormonas
tnduccién mg.L™") resiembra (mg.L™")
1 (Ns) MCPP 4 1' (Ns) MCPP 2
cinetina 0.01
2 (Ne) MCPP 2 2" (Ns) MCPP 2
cinetina 0.01
3 (Ns) MCPP 2 - 3" (Ne) MCPP 2
cinetina 0.01 cinetina 0.01
4 (Ns) MCPP 4 - 4' (Ne) MCPP 2
cinetina 0.01
S (Ns)ce MCPP 4 5' (Ne)ec | MCPP 2
cinetina 0.01
6 (R) MCPP 4 6' (R) MCPP 2
cincetina 0.001 clnetina Q.1
7 (R) MCPP 6 7" (R) MCPP 2
cinetina 0.001 cinetina 0.1
8 (R) MCPP 8 ] 8' (R) MCPP 2
cinetina 0.001 cinetina 0.1
9 (R) MCPP 4 9' (R) MCPP 2
cinetina 0.01
10 (R) MCPP 2 et Bt
11 (R) MCPP 2 | === | mmmeee

(fotop. 16 h luz).

134




Concentracién de hormonas en los medios de induccién

y de resiembra indicados en las tablas I y II.
Medio de hormonas medio de hormonas
induccién (mg. L") resiembra (mg. L")
1 (Ns) MCPP 4 1' (Ns) MCPP 2
cinetina 0.01
2 (Ne) MCPP 2 2' (Ns) MCPP 2
cinetina 0.01
3 (Ne) MCPP 2 - 3" (Ns) MCPP 2
cinetina 0.01 cinetina 0.01
4 (Nes) MCPP 4 4’ (Ns) MCPP 2
cinetlna 0.01
5 (N6)cc MCPP 4 5° (Ne)ce MCPP 2
cinetina 0.01
6 (R) MCPP 4 &' (R) MCPP 2
cinetina 0.001 cinetina 0.1
7 (R) MCPP 6 7' (R) MCPP '2
cinetina 0.001 cinetina 0.1
8 (R) MCPP 8 _ 8’ (R) MCPP 2
clnetina 0.001 cinetina 0.1
9 (R) MCPP 4 9' (R) MCPP 2
cinetina 0.01
10 (R) MCPP 2 | e e
11 (R) McPP 2 | === mmmmee

(fotop. 16 h luz).
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