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Resumen

El presente trabajo consistid en establecer un medio de cultivo en suspensién de
células de mafz de la varedad V S-22. La formacién de callo se indujo a partir de
embriones maduros de maiz. De este material se seleccionaron lotes de 40 gr. de callo
para iniciar €l cultivo en suspension, en matraces de 1 litro, Posteriormente por
centrifugacion las células fueron separadas del medio, inocutando matraces de 250 m! con

45 m! de medio nuevo més 5 m! de medio condicionado,

La evaluacién de los cultivos se realizé por medio de determinaciones de peso

seco, paquete celular 6 conteo de células.

Los factores que se utilizaron fueron dos citocininas, adenina y 2ip; compuestos
inorgénicos KHzPO4 compuestos organicos, asparagina, prolina ¢ inosito}; Extractos, de
eje, de embridn, de callo y cortes de nddulos primarios de maiz de cinco dias de
germinado Estos factores s¢ probaron cada uno de manera independiente y en diferentes

concentraciones.

Optimizando las concentraciones de los distintos factores de crecimiento logramos
obtener un medio compuesto de RD 1/2 + Prolina 20 mM + Asparagina 14 mM + adenina
0.1 mg + 15 nbdutos de maiz de § dias de germinado, el cual respondio a las necesidades

del cultivo permitiendo division celular y crecimiento.

Otro factor que s¢ tomo en cuenta fue fa presencia de inositol en el medio. Cuando
no esta presente en el medio ¢! cultivo tiende a morir rapidamente por lo que se concluye

que el inositol tiene un papel relevante en el establecimiento de cultivos en suspensién.

También se probaron diferentes velocidades de agitacion con el fin de mejorar la
aereacién y las caracteristicas del cultivo, encontrando que 100 rpm de agitacion es fa

velocidad més adecuada para este cultivo,



INTRODUCCION.

Desde antes de la conquista el maiz ha sido e! principal articulo de consumo en la
" alimentacién del pueblo mexicano. Actualmente se cultiva en un 80% de nuestro territorio,

con excepcion de las cumbres més elevadas (Escobar, R. 1966).

Como alimento, el mexicano utiliza el grano de maiz para hacer tortillas, pan,
atoles, pinole, tascalate, totopo, pozole. etc. siendo éstos, un pequeiio ejemplo del uso que

le dan algunos grupos etnicos en la Repiblica. (Meier, Helmut M. E. 1978).

La planta de maiz ha sido domesticada desde hace muchos afios; Sin embargo, el
conocimiento que se tiene de ella, es todavia muy escaso, ya que no se conoce con
precisidn los mecanismos involucrados en la regulacién de los procesos fisioldgicos y

bioquimicos de esta planta.

El desarrollo tecnoldgico actual y el conocintiento cientifico estan modificando los
patrones de vida de fos pueblos. Asi, la biotecnologfa vegetal, es una nueva herramienta
que pretende resolver problemas que actualmente preocupan no sélo a nuestro pais, sino a
todos los grupos que pueblan el orbe, tales como ¢l desgaste de suelos agricolas, la
disminucion de tierras de cultivo, la contaminacion de los ecosistemas y el aumento de las

poblaciones humanas



La biotecnologia aplicada a los cultivos de células vegetales nos brinda varias
ventajas, como el propagar plantas a partir de tejidos en crecimiento vegetativo, proveer
de manera continua material vegetal para propagacién y facilitar estudios sobre los
constituyentes de las plantas. Estos estudios pueden darnos a conocer fa biosintesis de
compuestos o de enzimas y los gengs involucrados en la sintesis de metabolitos
secundarios, de componentes volitiles y la regulacion de la biosintesis de estos

compuestos,(Langezaal, Scheffer 1992),

Este trabajo pretende, con ayuda de la Técnica de cultivo de Tejidos Vegetales
{CTV) aportar nuevo conocimiento de esta planta a nivel celular, como también establecer
nuevas bases para realizar futuras investigaciones en bioquimica y biologia celular con

mayor precision.



FUNDAMENTACION DEL TEMA,

Biologia de Zea mays |. variedad V §-22.

Sistema de clasificacion de Dahlgren et al, (1985).

Su ubicacion taxondmica es la siguiente:

Reino Vegetal

Division Antrophyta

Clase Monocotyledonae
Superorden Conmeliniflorae
Orden Poales

Familia Poaceac
Subfamilia Panicoidae
Género Zea

Especie Zea mays
Subespecie sacharata (dulce)

E! hibrido V $-22 es una variedad sintética, de polinizacian libre, presentando un
ciclo semitardio y de aito rendimiento, Su periddo vegetativo es de 150 dias, ocurriendo la
floracién a los 87 dias y alcanzando una altura promedio de 2.80 m. y la insercién de la
mazorea & los 1.50m, siendo ésta grande y gruesa, de forma cénica, con dentados de color
blanco cremoso. Esta Gltima caracteristica tiene mayor importancia ya que las variedades
blancas son las preferidas para hacer tortillas o atoles, asi como forraje para animales,

quienes las cuales prefieren a las de grano cérmeo o duro.



La variedad VS-22 utilizado en este estudio (ver metodologia) permite obtener
varios productos, como son: la harina de maiz, almidén, glucosa, aceite, etc, Este Gltimo,
se purifica ficilmente y forma un liquido color ambar transparente y de sabor agradable.
Su uso es muy variado; como alimento, para la lubricacién de maquinas, para alumbrado y
para la fabricacién de jabones. La harina de maiz se usa principalmente para consumo

humano haciendo con ella, tortillas, pan, atoles, totopo, pinole, tamales, etc.

Las citocininas a bajas concentraciones promucven division celular y ademés
también intervienen en la sintesis de cidos nucléicos existiendo & la vez una estrecha

relacion entre el metabolismo de los dcidos nucleicos y el crecimiento celular,

Los extractos naturales en ocasiones pueden dar mejores resultados que las
auxinas y citocininas ( Street, H. 1973) . Los tejidos segiin el tipo de regulador de
crecimiento al que responden se dividen en 4 categorias: a) Aquellos que s6lo requieren
una auxina; b) Aquellos que requieren una citocinina; c) tejidos que requieren una auxina y

una citocinina; d) y aquellos que solo responden a un medio con extractos naturales.

Para poder clasificar nuestro cultivo dentro de una de las cuatro categorias fué
importante incluir, ademas de las auxinas y citocininas, los extractos naturales de maiz, ya
que hasta el momento se desconoce qué otros factores de crecimiento puedan tener estos

tejidos que estimulan los cultivos en suspension.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
Se sabe que:

En cultivo de tejidos, las diferentes especies o genotipos demandan diferentes
condiciones nutricionales por lo que es importante afladir los ingredientes de manera
acertada al medio de cultivo, particularmente minerales, aditivos organicos y

carbohidratos.

"Lag condiciones para establecer un cultivo en suspensién depende de las
necesidades particulares del tipo de células que se: deseen cultivar”. (Streeth, et al 1966)
"Un buen cultivo celular es aquel en el cual en un lapso de tiempo corto podemos duplicar
o triplicar el cultivo, y 2! momento de subcultivarlo, diluyéndolo més, se obliene Ia misma

proporcion de crecimiento”.

Las citocininas a bajas concentraciones promueven division celular y ademés
también intervienen en la sintesis de 4cidos nucléicos (Skoog et al. 1954) existiendo una

estrecha relacién entre el metabolismo de los cidos nucléicos y el crecimiento celular.

Ademés de las auxinas y citocininas también los extractos naturales en ocaciones
pueden dar mejores resultados (Street, H. 1973). Los tejidos vegetales segun el tipo de

fitoregulador de crecimiento al que respondan se dividen en 4 categorias:

a)Aquellos que solo requieren una auxina; b)Aqueilos que requieren una citocinina;
c)tejidos que requieren de una auxina y una citocining; d)y aquelles que sélo responden a

un medio con extractos naturales.



Hipotesis General.
Tomando cn cuenta estas experiencias previas se definio la siguiente hipotesis;

"El crecimiento de un cultivo de células en suspension depende de las condiciones
6ptimas de nutrientes, hormonas y condiciones fisicas del cultivo. Por lo tanto, st
optimizamos las concentraciones adecuadas de nutrientes y hormonas involucradas en el
crecimiento para célutas de maiz VS-22, podremos establecer un buen cultivo de células

de malz en suspension".
Objetivo General:

"Establecer las condiciones fisicas y bioldgicas dptimas para el establecimiento de

un cultivo de células de maiz en suspensién”.
Objetivos particulares

1.-Determinar la metodologia adecuada, manipulacién y seleccién de téjidos que

permita establecer cultivos en suspension de células de maiz.

2.-Identificar los fitorreguladores mas adecuados que permitan establecer y

mantener vivas este tipo de células.

3.-Determinar la influencia de diversos factores y nutrientes en la optimizacién y

crecimiento del cultivo.

4.-Definir los parametros adecuados para medir el crecimiento de los cultivos a

diferentes intervalos de tiempo



ANTECEDENTES,
Cultives en suspensién,

La técnica de cultivo de tejidos jn_vitro consiste en cultivar érganos y células

vegetales en medios nutritivos adecuados y en forma aséptica, entre ellos, podemos
mencionar pices de raiz, de tallo, primordios de hoja, primordios o partes inmaduras de
flores, frutos inmaduros, 6rganos aislados, embriones inmaduros o maduros, segmentos de

drganos de tallo, hojas y algunas veces ovarios, 6vulos, anteras y polen, (Street, 1977).

Esta técnica, ha permitido abrir fuentes de investigacién a nivel fisiolégico y
bioquimico, logrando conocer procesos metabolicos y de sintesis de muchas biomoléculas,
como tambi¢n ha permitido cstudiar proceses tan complejos como la morfogénesis y la

diferenciacion celufar, (Langezaal and Scheffer, 1992).

Una de las muchas alternativas que nos ofrece esta técnica, es la de los cultivos de
células en suspensién. Estos, consisten en un conjunto de células aisladas asi como de
pequefios racimos celulares distribuidos en un medio liquido en constante movimiento,

(Street, 1977).

La importancia de este sistema, consiste en la plasticidad que presenta, ya que
permite realizar diversos trabajos de investigacion como:embriogénesis, crecimiento y
diferenciacion celular (Gamborg, Constabel y Miller 1970), ciclo celular (King, 1980),
genética molecular, (Ashmore y Gould, 1981), bioquimica y metabolismo (Tomas y
Darey, 1975), asi como la obtencion de diversos productos secundarios (Langezaal &

Scheffer, 1992).



Estos cultivos pueden establecerse a partir de un explante (mes6filo de hoja,
fragmento de cotileddn u otro tejido). Sin embargo, en general el crecimiento en este tipo
de sistema ¢s muy lento. Otra manera de establecer un cultivo es a partir de un callo
friable, el cual se lleva a un medio liquido en agitacion. El cultivo en suspensién se
establece después de un periodo de adaptacion en el medio liquido para dar lugar a un
cultivo apropiado en que exista un balance nutricional y el contenido hormonal adecuados

(Dougall, 1980).

La composicién del medio de cultivo y el constante movimiento del medio
mediante agitacién o burbujeo, son factores que influyen en el grado de dispersién de las
células del tejido, dando como resultado unidades mas pequefias y ayudando al

intercambio gaseoso.
Evaluacién del crecimiento de células en suspensién,

El crecimiento de las células en un cultivo ¢n suspension puede evaluarse en forma
cualitativa pues conforme las células se multiplican se observa un aumento en la turbidez
del medio de cultivo, y un halo cada vez mas definido sobre 1a pared del matraz que lo
contiene, Sin embargo, el crecimiento también se expresa cuantitativamente mediante la

determinacion periddica de pardmetros especificos de crecimiento.

Para medir el crecimiento en un cultivo en suspensién se puede utilizar el nimero
de células, la masa de las células, el volumen celular etc. Los diferentes métodos que se
utilizan incluyen el conteo celular, la determinacion de peso seco y peso fresco; que
permite definir una curva de crecimiento. Estos métodos requieren de un gran nimero de
matraces de cultivo y repeticiones en duplicado o triplicado a fin de obtener resultados

confiables, (Langezaal and Sheffer, 1992).



Los parmetros més frecuentemente utilizados son:
a)El peso fresco y peso seco de las células cultivadas.

b)El niimero de células por unidad de volumen, cuantificadas con ayuda de una

camara de Neubauer.

¢)El vélumen total ocupado por las células en una alicuata del cultivo, cuando las

células se compactan por centrifugacion.

Curva de Crecimiento en un Cultivo de Células en Suspensién
Una curva de crecimiento de un cultivo, puede presentar cinco fases:
a)Reposo; b)Exponencial: c)lineal; d) estacionaria y €} disminucion progresiva.

Durante la fase de reposo el indculo no presenta ninguna sciial de division (Dodds
y Roberts, 1982) ya que dnicamente se estt adaptando a las nuevas condiciones
nutricionales para dar lugar a la iniciacién de Ia division celular la cual se acclera durante
las fases exponencial y lincal del cultivo. Posteriormente la velocidad de division va
disminuyendo gradualmente hasta dar inicio a la fase estacionaria, que se produce en el
momento en que se agotan los nutrientes o al menos algunos de cllos, Durante esta fase el
cultivo ha alcanzado su méxima densidad celular, (a partir de la cual ya no se presenta
division celular). Por tltimo la falta de nutrientes cuando ya no es suficiente para mantener
& la poblacién promueve que el cultivo sufra un decremento por lisis o destruccién celular

dando inicio a Ia Gltima fase, la disminucion progresiva,



Morfologia celular,

Los cultivos de células en suspensién generalmente son heterogéneos, con células
aisladas y pequefios agregados celutares, Ia proporcién entre ambos, asi como su tamafio
depende de la especie vegetal de la cual se ha derivado el cultivo, de la edad del tejido
elegido como explante para iniciar el cultivo, del minimo de resiembras del cultivo, de la

composicion del medio y de las condiciones ambientales.
Cultivos en suspensién de diferentes especies vegetales.

El cultivo en suspensidn actualmente nos presenta un panorama de estudio amplio,
como base para diferentes tipos de biotecnologia; es por ello que no podemos dejar de
mencionar a los investigadores pioneros, aquellos que iniciaron esta linea de estudio

dentro de la ciencia.

Uno de los primeros trabajos donde se utiliz6 el cultivo de células en suspension
fue dirigido por Habertant (1898), quicn fuc uno de los primeros cn intentar aislar células

de tres géneros de monocotiledoneas, Erithronium, Ornithogalum y Tradescantia.

Los resultados de estos estudios no fueron favorables ya que no se observd
divisidn celular en los cultivos. sin embargo le permitieron al autor reconocer que las
células vegetales presentan totipotencia y que los siguientes trabajos deberian enfocarse
en los factores que permiten o promucven la division celular para poder realizar

posteriormente trabajos enfocados a la morfogénesis y regeneracion.
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White, (1934), trabajando con un cultivo de dpices de raiz de lomate
(Licopersicum esculentum) logrod obtener en un medio liquido de sales inorgénicas y
extracto de levadura, un cultivo celular que promovia la division celular y poco después
encontrd que el extracto de levadura podia ser sustitvido por tres vitaminas del grupo B;

tiamina; piridoxina y niacina.

Kameya y Hinata (1970), realizaron el primer cultivo de polen dc angiosperma con
gllanos de polen de diferentes especies de Brassica, para este estudio utilizaron un medio
liquido que contenia de 10% al 15% de sacarosa, y 10% de leche de coco obteniendo

colonias celulares pero no lograron regenerar plantas.

En 1970 Nagata y Takabe logran demostrar que los protoplastos obtenidos del
mesbfilo de la hoja de tabaco forman pared celular antes de dividirse y posteriormente

forman agregados celulares.

Los protoplastos se pueden obtener de diversas formas, a partir del mesofilo de
hoja como estos autores, utilizando enzimas que degraden la celulosa; Sin embargo por
medio de cultivo de células en suspension podemos tener poblaciones grandes, y
adecuadas,de protoplastos ya que se conocen las condiciones que las manticnen vivas y se
pueden mantener por grandes periodos de tiempo. Uchimiya y Murashige (1974)
reportaron que las células que se mantuvieron en un cultivo por 14 dias son més
apropiadas para el aislamiento de protoplastos. Estudiaron la influencia de la
concentracidn enzimética en protoplastos libres y descubrieron que el 1% celulasa R10'y

€1 0.2% de macerozima dan buenos resultados para el aislamiento.

Grambow, Kso, Miller y Gamborg (1972) encontraron que los protoplastos
obtenidos de cultivos de células de zanahoria en suspension (Darcus carota L.) tuvieron

¢l potencisl para la formacion de embriones, los cuales crecicron y proliferaron,



obteniendose plantulas & partir de ellos. Posteriormente, Eriksson, Bonnett, Glimelius y
Wallin (1974) mencionan que el cultivo de protoplastos pueden producir etileno, el cual es

considerado como un inhibidor de la division celular

Nadel, 1989, trabajo con cultivos en suspensién para estudiar la formacién de
embribnes somaticos en cercales, en el cual observo que la adicion de manitol en el medio
liquido MS previene la lisis de las células e incrementa el nimero de embriones sométicos

formados de Apitm graveolens L. permitiendo asi ¢! estudio de la morfogénesis somatica.

Horn, Martin y Widholm, 1992 han trabajado con cultivos en suspension con
celulas de sorgo, optimizando ¢l medio de cultivo y las condiciones que requieren para
obtener un cultivo fototrdfico: pare ello, probaron diferentes concentraciones de
magnesio, fosfato y de nitrato de potasio y NH4Cl. En cada caso se determino la

concentracién mas adecuada para este cultivo.

Sierra, Vanderheiden y Verpoorte, (1992). Reportaron Ia obtencion y estabilidad
de alcaloides producidos por cultivos en suspensién de Tabernaemontana divaricata_en el
cual la presencia de NAA y BAP en ¢l medio promovio un incremento de biomasa y

alcaloides.

Koyama, Ojima y Yamaya, 1992, estudiaron con células de zanshoria (Dawcus
carota L. cv. MS yonsun) la influencia del fosfato para promover el crecimiento en
cultivos en suspensin, ademds, estudiaron el posible mecanismo metabolico y la
utilizacién del P7 a nivel celular. Sus estudios demuestran que el fosfato puede ser un
factor importante que influye de manera directemente proporcional sobre €] crecimiento

del cultivo,
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Desde et punto de vista tedrico sc he demostrado que la forma de esterilizar influye
¢n el desarrollo de este tipo de cultivos. El uso del autoclave presenta algunos problemas
va que el medio es sometido a fuertes cambios de presién y temperatura que promueven
una scrie de reacciones de diferentes constituyentes de manera inevitable en este proceso
Sawyer & Hsiao, (1992). encontraron que al esterilizar con autoclave el medio MS lquido
se promueve la precipitacion de algunos micronutrientes, por lo que recomiendan
esterlizar de manera scparada el FeNa-EDTA + KH2PO4 con lo cual se evita la

precipitacion de algunos micronutrientes como también CaCl2 y KH2PO4.

Otra reaccion que promueve la esterilizacion por autoclave en el medio liquido es
la hidrdlisis de la sacarosa, dando como resultados una serie de compuestos perjudiciales
para el cultivo ya que algunos de ellos se han reconocido como téxicos

biolégicos,(Weatherhead et al 1978).

Watson, Fletcher & Russell, (1992.) realizan un trabajo con cultivos en suspension
evaluando el nimero y los cambios que sufren los organelos celulares. En este trabajo,
ellos hicieron conteo de células, pared celular, nicleos, vacuolas, citoplasma, plastidios,
mitocondrias, cuerpos lipidicos, aparato de golgi, encontrando que en los primeros dias
del cultivo los organelos celulares son abundantes y pequefios, conteniendo poco volumen.

Alos 15 dias del cultivo, los organelos son pocos pero de mayor tamafio y volumen.

Masuda, Nakagawa & Sugawara, 1988, desarrollaron cultivos en suspension de
Beta vuigaris, estos autores probaron el uso de tejidos de hoja para inducir el crecimiento
del cultivo, para ello, afiadieron 15 fragmentos de hoja en un matraz de 50 ml con 10 ml
de cultivo conteniendo ¢l medio 0.25 mg/l de Ba y observan que el nimero de celulas del

cultivo si aumenté.



MATERIAL y METODO.
Material Bioldgico.

En este trabajo se utilizaron embriones maduros de maiz Zea mays L. de Ia
variedad V 8-22, ( Semilla certificada de la Productora Naciona!l de Semilla, PRONASE)

La obtencion de embridnes se realizé manualmente con una navaja de bisturi,
eliminando el endospermo, dejando completo cf eje embrionario y el escutelo ya que éste
favorece la formacién del callo cuando se encuentra presente y en contacto con el medio
de cultivo. (Radjevic, 1984; Armstrong y Green, 1985; Sénchez de Jiménez et al 1988).

Para cada lote se necesitaron disectar 1600 embriones.

Desinfestacién del Material Bioldgico.

Una vez aislados los embriones, se les sometid a un tratamiento de desinfestacion
Este consistio en hacer una solucién de hipoclorito de sodio (cloralex) al 11% con 8 gotas
de una solucién de plata coloidal (microdine, solucién germicida) y dos gotas de tween 20

1 80 por 100 ml de solucién,

Cien embriones de maiz se colocaron en un matraz estéril de 250ml al cual se le
agregaron 50 ml. de 1a solucién de hipoclorito, se llevo a agitacién por un lapso de 11
minutos, al término del cual se retird la solucion y para eliminar totalmente ef cloro se

procedio a lavar los embriones durante 5 minutos tres veces utilizando agua estéril.



Medios de Cultivo.

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo fueron: R4, R2, RD, Rz 112, y
RD1/2. Presentando s6lo algunas ligeras modificaciones entre ellos. _

Todos estos medios contienen los mismos componente y para facilitar su

preparacion se hicieron soluciones stock basandose en el medio MS, (ver cuadro 1).

Solucién stock, Compuesto Cantidad (g/1.).

A CaCl2H20 4.0

B NHi4NO3 16.5
KNO3 19.0

C KI 0.083
CoCl26H20 0.0025

D KH2PO4 17.0
HiBO3 0.62
Na:MoQ42H20 0.025

E MgS04+7TH20 370
MnS04-H20 1.89
CuS04-5H20 0.0025
ZnS04+7H20 0.86

F FeS047H20 2784
EDTANa2 3.726

G myo-inositol, 25
Ac.nicotinico 0.025

1 Tiamina-HCl 0.05

J Piridoxina-HCl 0.025

K Glicina 0.25

Cuadro 1.-Soluciones stock del medio de Murashige-Skoog,(1962).




El medio "R" consiste en una ligera modificacion del medio MS (Murashige y
Skoogs, 1962) en cuanto a la concentracién final de nitrato de amonio (NH4), nitrato de

potasio (KNO3) y tiamina, (Sanchez de Jiménez et al, 1988)

Todos los medios se ajustaron a un pH de 5.8 y en los medios sblidos se utilizé

como gelificante gelrite 0.25% (sigma).

Medio de Induccitn (R4)

Este medio es el que se utilizd para la induccion de callo a partir de embriones
maduros de maiz (VS-22), agregando para un litro de medio fas cantidades citadas en el

cuadro 2 de las soluciones stock y conteniendo 4 mg/l de MCPP,

Todos los medios de cultivo se esterilizaron dividiendo los componentes de la
solucién stock. En el autoclave se esterilizaron todos los compuestos inorgénicos junto
con la caseina y la sacarosa dejindolos 15 minutos a una presion de 1.2 kg/em?, los
compuestos orgnicos que contienen los medios de cultivo, es decir las soluciones
GHLIK, se esterilizaron pbr medio de filtracién utilizando para ello, membranas
milliporo esteriles. Finalmente se mezclaron todos los componentes del medio en un

matraz.
Medios de Resiembra R2y RD

Para preparar un litro de estos dos medios sc afiadié la misma cantidad de las
soluciones stock que mencionamos para el medio de induccion. El medio R2 sélo difiere

del medio R4 en la concentracion de MCPP la cual es de 2 ppm més 0.01 ppm de cinetina,
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El medio RD, solo difiere del R2 en los fitorreguladores utilizados. Aqui se usé
como auxina 2,4-D, (4cido 2,4-dicloro-fenoxi-acetico). a una concentracién de 1 ppm y

cinetina 0.05 ppm.

Cuadro 2: Medio "R" base. El tipo y concentracién de hormona varian de acuerdo

al medio en cuestion.

Solucién stock. cantidad ml/l.
A 10

B 50

Cc 10

D 10

E 10

F 10

G 10

H 5

I 5

J S

K 2
Hidrolizado de caseina 200 mg/l,
Sacarosa 30 g
gelrite 2.5gl.




Medio Liquido Base R21/2y RD1/2,

Sabiendo que el medio "R* permite inducir y mantener callo de maiz de esta
variedad,(S&nchez de Jiménez et al, 1988) se decidi6 utilizar ¢l mismo medio ya conocido
para establecer cultivos en suspension y asf affadir aqui los factores de crecimiento que se

probaron.

A diferencia de los medios sélidos, estos medios presentan sélo la mitad de la
concentracion de las sales que contiene el medio "R". Esto se hizo para evitar la pérdida
de células vivas por plasmdlisis. La concentracién de las vitaminas y compuestos

orgénicos se mantuvo igual.

Medios Liguidos.

E! primer medio liquido con ¢l que se trabajé fue "R2 1/2"¢l cual contiene como

fitorreguladores "MCPP" en una concentracién de 2 ppm y cinetina 0.01 ppm.

El medio "RD1/2" contiene como auxina, 2,4-1 1 ppm y cinetina 0.05 ppm. y
como complemento del medio se utilizé adenina 0.1 ppm, prolina 20mM asparagine 14.1
mM y nudos primarios de maiz obtenidos de plantulas crecidas en condiciones estériles de
5 dias de edad.
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Medio Condicionado

El medio de cultivo usado, cuando es reutilizado en cultivos junto con medio
nuevo se le llama medio condicionaco. En este trabajo se utilizé medio condiconado enlos

cultivos en suspension y en concentraciones que mencionaremos posteriormente,

Extractos Naturales.

Los extractos naturales utilizados en este trabajo fueron: Extracto de embridn

maduro, extracto de eje embrionario, extracto de callo y extracto de nddulos.
Los extracto se obtuvieron de la siguiente manera:

Se prepararon 100 m| de buffer A, el cual se compone de KCl 50 mM;
MgCl2:6H20 10 mM; B-etanol 5 mM; tris:HCL. 50 mM. y se llevd a un pii de 7.6.

Extracto de catlo, Este se obtuvo pesando 2.5 gr. de callo de 2° resiembra. y en
un mortero s¢ congelaron con nitrogeno liquido y se procedio a macerar inmediatamente
hasta obtener un polvo fino. Se pasé entonces a un tubo de pléstico al que se afladicron 7
ml de buffer A y se homogenizo con un politrén durante 15 seg, posteriormente se

centrifugd a 15,000 rpm durante 30 minutos; rescatando finalmente el sobrenadante.

Extracto de embridn. Para cste extracto se pusieron a germinar 100 semillas de
maiz de fa var V S-22 durante 24 hr, posteriormente se disectaron los embriones pesando
5 gr. de ellos y sometiéndolos al proceso antes mencionade, uiilizando 5 ml del buffer A.

Utilizando €l sobrenadante que se obtuvo al centrifugar.
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Extracto de eje embridnario, Para cbtener este extracto, se pusieron a germinar
100 semillas de maiz V S-22. Despues de 24 hr. fueron disectados los ejes y pesados
hasta obtener 0.5 gr de eje los cuales se sometieron al proceso antes mencionado

utilizando 5 mi de buffer A.

Extracto de nddulo. Se pusieron a germinar embriones de maiz en medio MS sin
hormonas y a los 5 dias, se disectaron de los coleoptilos 15 nidos primarios a los cuales

se les sometio al tratamiento mencionado anteriormentes y se utilizd 5 ml de buffer A.

PROCEDIMIENTO

Este trabajo, se llevo a cabo en dos experimentos. El primer experimento se realizé
utilizando como medio de mantenimiento del callo "R2" y el medio liquido en el cual se
hicieron los tratamientos fue "R2 1/2". Los factores de crecimiento que se obtimizaron
fueron: dos citocininas; 2ip (2-aminoacilpurina) y adenina. Compuestos naturales; extracto
de embrion, extracto de eje de embrion y extracto de callo. Y un compuesto inorgénico;
HiPO4. Todos ellos se probaron en un rango de concentracion amplio para identificar asi

la concentracion a la cual mejor responden.

El scgundo experimento se uliliz6 como medio de mantenimiento de callo en la 30
resiembra el medio "RD" y como medio base en ¢l cual se llevaron a cabo todos los
tratamientos fuc e! medio "RD1/2". Los factores de crecimiento que se obtimizaron
fueron: Adenina; Compuestos inorganicos: KH2PO4; bases nitrogenadas: prolina y
asparagina incluyendo la velocidad de agitacion; Presencia de inositol en el medio y la

presencia de tejidos naturales: Nodulos de maiz y extractos de nodulos.
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Induccion del callo,

Ya desinfectado el material biologico, se procedié a sembrar en una campana de
flujo laminar. Para ésto, los embriones se colocaron en una caja petri de 9 cm. de
diémetro, con ayuda de unas pinzas de diseccién previamente sumergidas en etanol y
flameadas. Se colocaran cuatro embriones sobre el medio de cultivo R4 de tal forma que el
eje embrionario quedara en contacto con el medio. Una vez sembrado el material

biolégico, se incubb en obscuridad constante a 259C durante tres semanas.

La induccién de callo se realizd sembrando fotes de 400 frascos de cultivo.
conteniendo un total de 1600 embriones por lote. El total de lotes utilizados para la

realizacion de este trabajo fue de 24 lotes de material biologico.
Mantenimiento del callo por subcultivos.

El mantenimiento se realizd hacicndo tres resiembras con 15 dias de incubacion
entre cada una de ellas. En la primera resiembra por Io regular se realizd una seleccidn del
callo antes de llevarlo al medio nuevo. Esto se hace porque ademds de los callos también
se pueden obtener raices, tallos y hojas. Utilizando un bisturi y pinzas se procede a
eliminar todo ¢l tejido diferenciado que no es (itil para nuestros fines, dejando solamente el

callo, el cual s2mbraremos en el medio K2 1/2

Para la segunda resiembra se tomd el material biolégico del tubo de siembra y se
dividié colocindolo en dos tubos con medio nuevo. Esto se realizd con todo el material
obtenido, con el fin de darle mas nutrientes y espacio para que el callo creciera con

rapidez, sembréndolo en medio Rz 1/2

En la tercera resiembra, el callo se pasé al medio "RD” y s6lo se dejé ocho dfas de

incubacién para después establecer los cultivos en suspension.
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Establecimiento de! Cultivo Primario en Medio Liquido,
El establecimiento del cultivo se realiz6 de Ia siguiente manera;

En las ocasiones en que se utilizd el medio liquido R2 1/2 , el medio de
mantenimiento del callo que se utilizo fue R2 en las tres resiembras ya mencionadas,
dejando el callo 8 dias en la tercera resiembra. Del callo obtenido se pesaron 40 gr. y se
affadieron a un matraz de 1000 ml con 200 mi de medio liquido R2 1/2 disgregando el
tejido, ahi permanecid en incubacién 25¢C en una plataforma de agitacién a 100 rpm, y en
obscuridad. "Estas condiciones de incubaci6n de los cultivos en suspensién siempre fueron

1as mismas."

Pasados ocho dias, la suspension obtenida se filtro en mallas de 500 micras y se
centrifsgd a 3000 rpm durante 10 minutos ,formando asi un paquete celular, eliminando
¢l medio vigjo, dejando solamente 24 ml de medio condicionado, para resuspender el
cultivo hasta que estuviera homogeneo. De ahi, con la ayuda de pipetas estériles de 10m!
se tomaron alicuotas de 8 mlcon las cuales se inocularon 3 matraces de 125 ml con 18 ml
de medio R2 1/2 adicionado de los compuestos que se queria probar: adenina 0.5 mg/l. 6
con 2ip 0.1 mg/l. por lo que el volumen final fue de 26 ml de medio. La evaluacién del

crecimiento del cultivo se realizé por paquete celular.

Cuando se utiliz6 el medio de cultivo RD1/2 para el mantenimiento del callo se
utiliz el medio R2 1/2 para las dos primeras resiembras, en la tercera resiembra el callo se
paso a el medio de cullivo RD dejandolo 8 dias Luego se pesaron 40 gr. de catlo y se
afadieron en un matraz de 1000 ml con 200 mi de medio liquido RD1/2 donde
permanecicron 8 dias en incubacién en las condiciones mencionadas anteriormente.
Posteriormente sc subcultivo por centrifiugacion y al paquete obtenido solo se le dejaron 5

ml de medio condicionado. Se le afiadié medio nuevo para resuspender y se pasé a un

23



matraz de 250 ml con un volumen total de 45 ml de medio nuevo RD1/2 + 5 ml de medio

condicionado.

La incubacidn fue de ocho dias en las condiciones ya mencionadas.

Segundo subcultivo,

La suspensién celular se virtio en tres tubos de centrifuga y se centrifugé a 3000
rpm durante 10 minutos para posteriormente eliminar el sobrenadante dejando sélo 5 ml
de medio condicionado. Con el contenido de cada tubo de centrifuga se inoculé un matraz
de 125 ml con 20 m! de medio nuevo "RD1/2 con adenina 0.1 mg/l., profina 20 mM,
asparagina 14.1mM., y 15 nddulos de de 5 dias de edad.

Se dej6 8 dias en incubacion y se realizo un tercer subcultivo con el mismo medio

para ser evaluado.
Evzluacion del coltivo en suspensién.

Para evaluar cl crecimiento del cultivo, s¢ tomaron muestras de § mi con pipetas

de 5 ml estériles, las muestras fueron vaciados en tubos de ensaye de 5 ml.

Peso seco. 4 ml de la muestra se utilizaron para evaluar el peso seco para lo cual se
utilizaron papel filtro previamente pesados en una balanza analiticase les, adiciono 4 ml de
Ia muestra del cultivo y se llevaron los papeles con las células a un horno a 60°C durante

24 hr para su secado. Posteriormente se pesaron en la balanza obteniendo asi el peso seco.

Paquete celular. Utilizando capilares de 100 microlitros, con un marcador se
determino 5 cm. de longitud. llenando los capilares hasta la medida con el ml de muestra

de cultivo. Los capilares se scllaban por la base con plastilina y se centrifugaron a 2000
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rpm durante 10 minutos obteniendo asi el paquete celular el cual se evaluaba midiendo la

con una regla Ja longitud del paquete celular.

Las muestras para cvaluar el crecimiento se tomaron al momento de establecer el

cuitivo, alos 5 y alos 10 dias.

Nimero de células por ml. Se utiliz6 la camara de Neubauer y con un capilar con
muestra del cultivo se llenaron las dos cAmaras para realizar el conteo celular, Se tomaron
en cuenta cuatro campos al azar, utilizando un microscopio Carls Zeiss estandard se

realizé el conteo sacando finalmente un promedio y desviacion estandard.
La f6rmula para obtener el nimero de células por ml, es: N X 104

Donde N=niimero de células contadas en cada campo.
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RESULTADOS.

Primer experimento,

En el medio liquido "R2 1/2" optimizaron las concentraciones de los factores de
crecimiento estableciendo 4 diferentes concentraciones de adenina, 2ip, extracto de callo
(e de c.) y dos concentraciones de fosfato. Como control se utilizo el medio de cultivo sin

ningdn factor de crecimiento,

La evaluacion se realiz6 midiendo paquete celular. Obteniendo los siguientes

resultados. (tabla 1).
Citocininas.

Tabla 1.-Efecto de la concentracidn de adenina.
paquete celular promedio (cm.)+desviacion estandard.

Tiempo concentracion de adenina (mg/l.)

Dias 0.1 0.5 2.0 10.0
0 0.45+/-0.08 0.64/-0.07 0.4+/-0.08 0.52+/-0.04
5 0.44/-0.05 0.54/-0.16 0.45+/-0.08 0.5+/-0.07
10 0.75+/-0.10 0.83+/-0.04 0.66+/-0.04 0.7+/-0.04
15 0.77+/-0.043  10.9+/-0.04 0.68+/-0.07 0.6+/-0.07
pendiente (m). | 0,024 0.026 0.015 0.015

De esta tabla de resultados se observa que los cultivos que contenfan adenina 0.5
mg/l fueron los que tuvieron un mayor crecimiento en comparacion con los demas, por lo
que podemos deducir que la concentracion optima para obtener un crecimiento de este

cultivo con adenina se encuentra probablemente entre 0.1y 0.5 mg/l.

Es por ello que se decidio reducir los intervalos de concentracion del experimento

anterior de forma que nos aproximéaramos a las concentraciones mas adecuadas. Por lo



que se probaron cultivos con concentraciones de adenina entre 0.05 mg/l, 0.1 mg/1,0.2
mg/l, y 0.5 mg/. Este cultivo se realizé de igual manera que el anterior, sélo se modifict el
periddo de tiempo det cultivo, este nuevo lote se le dié un tiempo de incubacion de 10

dias.

En este lote pudimos observar que la concentracion mas adecuada de adenina fue
0.5mg/l ya que en este cultivo se obtuvo una tasa de crecimiento ligeramente mayor que

los demés cultivos.

Para 2ip, los resultados obtenidos en los primeros experimentos fueron los

siguientes (tabla 2).

Tabla 2.- Efecto de la concentracién de 2ip.
Paquete celular, promedio (cm): desviacion estandar.(5)

Tiempo concentraciones de 2ip (mg/l).
Dias 0.02 0.1 0.5 2.0
0 0.4+/-001 0.45+/-0.04 0.46+/-0.047 0.5+/-0.01
5 0.36+/-0.1 0.4+/-0.04 0.45+/-0.1 0.36+/-0.012
10 0.76+/-0.1 0.7+/-0.16 0.62+/-0.20 0.86+/-0.047
15 0.47+/-0.04 0.75+-0.10 0.62+/-0.043 0.57+/-0.043
pendiente (m) | 0.024 0.023 0.011 0,033

En esta tabla podemos observar que hay incremento del paquete celular hasta los
10 dias, y a los 15 dias, por lo menos dos cultivos decrecen, 1 se mantiene estable y sélo

uNo Crece Un poco més.

Aun cuando se observé incremento en los cuatro cultivos, los primeros tres, los
que contienen 2ip 0.02, 0.1 y 0.5 mg/l presentan un incremento ms estable. Es por ello,
que se propuso poner 4 nuevos cultivos con concentraciones de 2ip alrededor de esas

concentraciones de acuerdo con la tabla 3.
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Los resuliados fiteron {os siguientes.

Tabla 3.- Efecto de la concentracion de 2ip .

paquete celular promedio (cm) + desviacion estandar (o).

Tiempo concentracién de 2ip (mg/l).

Dias 0.02 0.05 0.1 0.3

0 0.61+/-0,08 0.6+/-0.08 0.57+/-0.17 0.6+/-0.1

5 0.63+/-0.07 0.77+4/-0.07 0.66+/-0.08 0.6+/-0.01

10 0.6+/-0,07 0.72:+-0.08 0.67+/-0.08 0.6+/-0.1
endiente (m) ] 0.003 0.017. 0,01 0

Estos resultados muestran que las mejores opciones son 2ip 0.05 y 0.1 mgh. ya

que son los cultivos donde obtuvimos crecimiento. Sin embargo, el mejor cultivo que se

observa es aquel donde hay crecimiento a los 5 y a los 10 dias el cuat es 2ip 0.1 mg/l.

Compuestos naturales

Extrato de callo: Con este factor se trabajo en las mismas condiciones que lag

citocininas ya mencionadas, Las primeras concentraciones en las se trabajd, se mencionan

en la tabla no. 1 y los resultados de la primera etapa son mostrados en la tabla 4:

Tabla 4.-Efecto de las concentraciones de extracto de callo.

concentracion def extracto (mlf)

Tiempo paquete celular promedio + desviacion estandar (o).
Dias 0.02mg/l 0.1mg/1 0.5mg/l 1.0mgfi

0 0.4+/-0.07 0.47+/-0.043 0.45+/-0.05 0.55+/-0.05
5 0.4+/-0.07 0,4+/-0.05 0.33+/-0.05 0.47+/-0.04
10 0.7+/-0.07 0.72+/-0.21 0.62+/-0,04 0.55+/-0.05
15 0.7+/-0.07 0.72+/-0.043 0.67+-004 | -ememomeene
pendiente (my | 0.02 0.016 0.22 0.005
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Los mejores resultados obtenidos oscilan alrededor de 0.02, 0.1 y 0.5 mg/l del
extracto, por-ello en el siguiente cultivo se propusieron concentraciones mas cercanas a las

anteriores, de acuerdo con el siguiente cuadro, (tabla 5).

Tabia 5.-Efecto de ia concentracion del extracto de callo.

concentracién del extracto. (ml1).

tiempo paquete celular promedio (cm). + desviacion estandar (5).
Dias 0.02 0.1 03
0 0.6+/-0.03 0.57+/-0.05 0.66+/-0.04
5 0.74/-0.01 0.764/-0.05 0.66+/-0.04
10 0.65+/-0.05 0.75+/-0.05 0.5+/-0.08
pendiente (m) 0.01 0.019 0

En la tabla se observa que el cultivo donde se obtuvo un mayor crecimiento fue en
la concentracion de 0.1 ml/l de extracto, en los resultados obtenidos por dfas como en la

pendiente.
Nutrientes inorgdnicos (KH2P04)

KH2P0O4 es una sal que colabora con un grupo fosfato, el cual representa gran
importancia para e] metabolismo celular, ya sea para la sintesis de los 4cidos nucleicos

como también para la sintesis de la molecula de ATP.(Koyama, Ojima y Yamaya 1992).

Se probaron dos concentraciones diferentes de fosfato. 340 y 680 mgll de
KHPO4 como también se indica en ia tabla no. 6 Estos cultivos se trabajaron de igual

manera que los cultivos de adenina, 2ip y extracto de callo.

Los resultados de esta primera etapa se encuentran reportados en la tabla 6.
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Tabla 6.- Efecto de la concentracién de KH2PO4

concentracién de KH2PO4 (mgh).

Tiempo Paquete celular promedio {cm)+ (o).
Dias 340mg/l 680mg/l
0 0.4+-0.1 0.5+-0.01
5 0.5+-0.1 0.46+/-0,23
10 0.3+/-0.18 0.66+-0.14
i5 0.35+/-0.05 0.82+/-0.08
Pendiente (m), 0 0,021

Lla tabla muestra que la mejor concentracion de fosfato fue el cultivo que contenia

680 mg/l observéndose un aumento en el crecimiento afos 10y 15 dias.
Lote control

Del experimento anterior se utilizé un lote con cultivos a los cuales no se les
adiciond ningun factor de crecimiento utilizindolos como cultivo control. Dando los

siguientes resultados tabla 7.

Tabla 7.-Medio control. R2 1/2.

Tiempo Paquete celular promedio.
dias (cm + desviacion estandar).
0 0.54+/-0.139

5 0.43+/-0,092

10 0.59+/-0.065

Segundo Experimento.

En éste, se realizaron las siguientes modificactones: La induccion y las primeras
dos resiembras, se hicieron igual que en los experimentos anteriores. En la tercera

resiembra se sustituyd cl MCPP por 2-4, I (1 mg/l) y se aument6 la concentracion de
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cinetina 5 veces, quedando esta a 0.05 mg/l. Llamando a este medio "RD". Y al pasar al

medio liquido se realizo la misma modificacién, (Medio "RD 1/2),

Con esta modificactén se pretendid obtener un cultivo mis homogeneo, células
pequefias y redondas, posiblemente més suceptibles de responder de manera positiva al

aftadir un factor de crecimiento en el cultivo.

Basandose en los resultados del experimento anterior, se establecieron tres
cultivos, dos con 0.1 mg/l de adenina durante 4 subcultivos y un control, Para obtener
resultados mas exactos se decidio realizar las siguientes evaluaciones: Peso seco; Numero

de células por ml y paquete celular, Tomando fas muestras al tiempo cero, a los cinco y 10

dias (tabla 8).

Tabla 8.- Efecto de adenina 0.1 mg/l en el medio "RD1/2".

Tiempo Peso seco No. de células Paquete celular
dias (gr.) ( x10%=cel/ml} {cm)

0 0.052 68+/-6.5 1.0+/-0.047

5 0.061 63+/-10.61 1.0+/-0.012

10 0.113 101+/-18.3 0.9+/-0.042

La tabla 8 muestra que el peso seco tuvé un incremento, al igual que en el nimero
de células también podemos hablar de que el cultivo se encuentra creciendo. Y por ultimo
aobservamos que en paquete celular los resultados no muestran este efecto. Lo que puede
suceder es que la tecnica para realizar lag evaluaciones no son igualmente sensibles y

paquete celular y peso seco son menos sensibles en comparacion con la forma de evaluar

por nimero de células.

Al cambiar ¢l medio base adenina tuvo que optimizarse nuevamente para ¢l medio
"RD1/2, asi también se decidié poner nuevos cultivos con distintas concentraciones de

fosfato de tal manera que adecuaramos el fosfato a las nuevas condiciones.
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Los cultivos que se manejaron fueron los siguientes:

1.-RD1/2 + KH2PO4 510 mg/.

2-RD1/2 + KH2PO4 680 mg/l.

Los resultados del cultivo se encuentran en la tabla no. 9.

Tabla 9.-Efecto de 1a concentracion de KH2P04 510 mg/l en medio RD1/2.

Tiempo Peso seco No. de células Paquete celular,
dias (gr.) ( x10¢ cellml + 0} j(cm+ o)

0 0.085 63.5+/-6.57 0.8+/-0.012

5 [ A D N R

10 0.092 82.5+/-1.5 1.14/-0.047

Como podemos observar los resultados cn esta concentracion de fosfato fué
satisfactorio, ya que encontramos valores mayores al final de cada evaluacion, sin embargo
faltaria conocer los resultados del medio que contiene fosfato a 680 mg/l para ya

determinar cual es la concentracién més adecuada para el cultivo, estos resultados se

reportan o muestran en la tabla 10.

Tabla 10- Efecto de 1a concentracion de KH2PO4 680mg/l en medio RD1/2.

Tiempo Peso seco. No. de células Paquete celular.
dias (gr.) (x10 ceiml +6) |(em+aq).

0 0.081 60+/-4.6 1.04/-0.12

5 0.092 68+/-13 0.864/-0,054
10 0,092 100+/-8.3 1.01/-0.042

Si observamos la evaluacién de numero de células, en comparacion con el anterior
se obtiene un incremento alto, sin embargo, la evaluacién con peso seco y paquete celular
no apoyan tanto para decir que el cultivo crecio, por tanto podriamos decir que los

resultados de la tabla 9 indican mejor crecimiento del cultivo. El medio RD1/2 con

32



KHzPOs a2 510 mg/l la concentracién mas adecuada para establecer un cultivo en

suspension.

Bases Nitrogenadas,

Prolina:

Con base en los resultados obtenidos anteriormente , se pensé en la posibilidad de
inctuir dos factores cn el mismo medio,la adenina que dio resultados positivos y la prolina.
<para ello se buscd, bajo las nuevas condiciones la concentracién éptima de este
compuesto ya que pedria no set' la misma, como ocurrio cuando afiadimos por primera vez
adenina al medio RD1/2, y tuvimos que optimizarla para este medio. Para esto se

propusieron las siguientes concentraciones.

1.-RD1/2 + adenina 0.1 mg/1 + prolina 20 mM.
2.-RDI1/2 + adenina 0.1 mg/l + prolina 40 mM.
3.-RD1/2 + adenina 0.1 mg/l + prolina 60 mM.
4 -RD1/2 + adenina 0.2 g/l + prolina 20 mM.
5.-RD1/2 + adenina 0.4 mg/l + prolina 20 mM.

En este experimento se modificé la velocidad de agitacion, esperando con ello
obtener un cultivo con mayor homogeneidad y una tasa de crecimiento mayor. Asi en

lugar de 100 rpm se us6 42 rpm.
Verificando asi si una agitacion menor seria més adecuada.
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Tabla.-11.-Efecto de Ia concentracion de adenina 0.1 mg/ + prolina 20mM en un
cultivo en suspension con medio RD1/2 y 4

ritandose a una velocidad de 42 rpm.

Tiempo Peso seco No. de células Paquete celular.
dias (gr.) x104 cel/ml {cm)

0 0.104 20.5+/.8.3 1.0+/-0.094

5 0.092 314/-5.5 1.0+/-0.094

10 0.083. 40+/-3.9 1.3+/-0.094

Tabla 12.- Efectos de la concentracion de adenina 0.1mg/t + prolina 40 mM en un cultivo

en suspension con medio RD1/2 v agitandose a una velocidad de 42 rpm.

Tiempo Peso seco No. de células Paquete celular.
dias (gr.) x104 cel/ml, {em.)

0 0.115 53+/-9.5 1.3+/-0.12

5 0.101 345+/32 1.24/-0.081

10 0.091 56.251/-14.9 1.24/.0.097

Tabla 13.- Efecto de la concentracion de adenina 0.1 mg/l + prolina 60 mM en un cultivo

en suspension con medio RD1/2 y agitandose a una velocidad de 42 rpm.

Tiempo Peso seco No. de células Paquete celular.
dias {gr.) x109 cel/ml {cm.)

0 0.106 37.25+/-10.9 1.2+/-0.049

5 0.096 34.5+/-40 1.0+/-0.094

10 0.089 39.25+/-8.1 1.2+/-0.17

Este medio tampoco presenta las condiciones que se requiere ya que el cultivo solo

logro conservarse sin tener indicios de incremento de )a pablacion.

Hasta ahora 5610 se han presentado los resultados de [os medios donde se modifich

fa concentracidn de prolina, A continuacién se muestran los resultados con las

concentraciones modificadas de adenina. tabla 14y 15.
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Tabla 14.-Efecto de la concentracién de adenina 0.2 mg/l + prolina 20 mM en un cultivo
en suspensidn con medio RD1/2 y agiténdose a una velocidad de 42 rpm.

Tiempo Peso seco No. de células Paquete celular
dias gr. X104 cel/ml + () | em + (o).

0 0.108 35+-6.12 1.3+/-0.047

5 0.098 42+/-3.1 1.2+/-0.094

10 0.093 52.75+/-11.45 1.1+/-0.047

Como vemos ¢n la tabla anterior en peso seco se observa un decremento del
cultivo, en el conteo celular, vemos un pequeiio aumento de la poblacion celular. Pero la
evaluacion de paquete celular nos indica que el cultivo disminuyb. Sin embargo nos hemos
apoyado en la evaluacion del conteo de células por ser la prueba mas sensible de las tres

evaluaciones.

Tabla 15.-Efecto de la concentracion de adenina 0.4 mg/l + prolina 20 mM en un cultivo
en suspension con medio RD1/2 y ayitindose a una velocidad de 42 rpm.

Tiempo No. de células Paquete celular
dias x104 cel/ml + {(6) [ (em) + (o)
0 37.254/-2.6 1.0+/0.047
5 37.25+/-10.5 1.3+/-0,047
10 31.5+/-2.9 1.14/-0.042

De estos experimentos se puede considerar que las concentraciones mas adecuadas
estdn en el rango de los medios que contiene adenina 0.1 mg/l y prolina 20 mM , y el
cultivo que conienia adenina 0.2 mg/! y prolina 20 mM. En estos dos medios se observé
un incremento del cultivo, en base a la cuenta del nimero de células que es ¢l pardmetro
més confiable ya que cambios en otros factores eomo el tamaiio de la célula o el contenido

de elementos de reserva pueden alterar el paquete celular o el peso seco.
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Una vez ya estandarizada las condiciones del cultivo y optimizada las
concentraciones de adenina y proling, se decidié utilizarlos dentro def medio base y con

eltos probar otras nuevas condiciones. Quedando el medio base de fa siguiente manera:

Medio base; RD1/2 + adenina 0,1 mg/l + proling 20 mM,
| e e e e e e e

Para comprobar estos resultados y saber con claridad el efecto de la velocidad de
la agitacion en el cultivo, se reprodujeron los experimentos a dos velocidades de agitacion
diferentes. Se pusieron dos lotes iguales en distintas condiciones de agitacion, uno a 20
rpm y ¢l otro a 100 rpm. Se utilizd un cultivo control cn cada lote y tres culiivos que
‘confentan el medio RD1/2 + adenina 0.1mg/l + prolina. Dando los siguientes resultados

promedio. (tabla 16).

Tabla 16.-Efecto de las condiciones de agitacion a 20 ipm cn un cultivo en suspension
utilizando como medio RD1/2 + adenina 0.1 mg/l + prolina 20 mM.

Tiempo Peso seco No. de célufas Paquete celular.
dias° (ar.) x10? cel/mi + (g). | (cm.) +(0)

0 0.104 59.54/-S 0.68+-0.047

5 0.090 64.3+/-5.8 0.73+/-0.028
10 0.102 85+/-8.9 0.78+/-0,042

En la tabla 16 se puede observar que el cultivo muestra un incremento celular a los
10 dias, estos resultados nos indican que el medio es adecuado para permitir crecimiento
celular.. Por otra parte la agitacion fue muy baja, aun asi hubo respuesta del cultivo, lo que
nos indica que no requerimos de una agitacion muy alta como Iz hemos estado mancjando
para pecmitir una oxigenacion adecuada del medio. Sin embargo, era importante conocer

los resultados obtenidos con el mismo medio pero con agilacion de 100 rpm. ver tabla 17,
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Tabla 17- Efecto de la agitacién a 100 rpm en un cultivo en suspension utilizando el medio
RD1/2 +adenina 0.1 mg/l + prolina 20 mM.

Tiempo No. de células Pagquete celular
dias x10% cel/ml+(g). | (em)+(c)

0 48+4/-2.8 0.9+/-0.029

N 58+/-5.7 1.0+/-0.113

10 79.3+/-10.5 §.14/-0.031

Los resultados de la tabla 17 permiten verificar que ¢} medio utilizado apoya el
crecimiento celular ya que encontramos resultados favorables al obtener un importante
incremento del cultivo. A la vez la velocidad de agitacion parece no ser un factor
definitivo dentro del rango que se probo, sin embargo, la 20 velocidad probada permitio
tener un cultivo con un mayor nimero relativo de células libres, por lo que se concluye

que 100 rpm es mejor sistema para mantener las célulasde maiz en crecimiento.

Asparagina

Tabla 18.-Efecto de la concentracion de asparagina 14.0 mM en un cultivo en
suspension con medio RD1/2 + adening 0.1 mg/l + prolina 20 mM.

Tiempo Peso seco No. de células Paquete celular,
dias (gr.) x104 cel/ml + (6) | (cm.) + (o)
0 0.103 51+4/-9 1.3+/-0.047
S 0.092 73.14/-16.7 1.3+/-0,042
10 0.093 63+-10.4 1.2+/-0.047

De este cultivo pudimos observar que aunque la diferencia entre el nimero inicial y
€l nimero final de células obtenido no fue significativo, pero si existe una diferencia por lo

que suponemos que la asparagina es un factor importante en este tipo de cultivos.
Presencia de inositol en ¢l medio

Uno de lo elementos orgdnicos que se utilizan dentro del medio base es el inositol,

Para determinar si este elemento es importante en el establecimiento de cultivos en
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suspensidn se decidid, poner un cultivo con el tltimo medio mencionado antes, eliminando

del medio base la presencia de inositol. Obteniendo los siguicntes resultados de la tabla 19.

Tabla 19.- Efecto de la ausencia de inositol en un cultivo en suspension.

Tiempo Peso seco No. de células Pagquete celular.
dias (gr) x104 cel/ml + (o). | (cm) + (o)
0 0.127 74+/-14.7 1.4+/-0.047
5 0.094 74+/-18.3 1.3+/-0.047
10 0.077 e —— 1.3+/-0.042

Los resuftados obtenidos, muestran que el cultivo no crecid, pero a la vez, el
cultivo presentaba caracteristicas poco saludables, con un color cafe un poco oscuro, lo
que nos indicaba que el inositol es un cornponente importante para poder establecer un

cultivo sano.

Tejidos Naturales como Factores de Crecimiento,

En ocasiones, el uso de tejidos enteros, o extractos de tejidos, dan mejoies
resultados en estimular el crecimiento de los cultivos en suspensién que cualquier otro
compuesto, es por ello que se decidid probar con un tejido en crecimiento. Se usaron
cortes de nodulos primarios obtenidos a partir de pldntulas provenientes de embriones
puestos & germinar en medio de cultivo solido sin hormonas durante 5 dias de incubacion.
Los nodulos se disectaron y se llevaron directamente a los medios de cultivo,poniendo 15
nédulos por matraz. Dando un subcultivo posteriormente para luego empezar a evaluar el
cultivo. Se utiliz6 como medio base : RD1/2 + adenina 0.1mg/l +prolina 20mM. Los

resultados se muestran en la tabla 20,
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Tabla 20.- Efecto de la presencia de nddulos en un cultivo en suspension.

Tiempo No. de células Paquete celular.
dias X104 cel/mi + () | (em.) + (o)

0 60.6+/-9.1 0.56+/-0.012

5 67.4+/-7.6 063+/-0.014

10 98.3+/-15 0.83+/-0.016

Como podemos ver en la tabla 20, el paquete celular y el nimero de células tienen

datos que se comportan de manera similar, con fo que se apoyan para decir que el cultivo

si respondi6 al estimulo agregado al medio. Para corroborar los resultados anteriores se

decidio hacer un lote con las mismas condiciones y verificar los resultados obtenidos.(tabla

21).
Tabla.-21 Efecto de I presencia de nddulos en cultivos de células en suspension:
Tiempo No. de células Paguete celular.
dins x104 cel/ml + (&) | (em) + (o)
0 50+/-9.6 0.76+/-0.09
5 . 64.6+/-15.5 0.73+/-0.09
10 78.44/-10.7 0.8+/-0.08

Aun cuando no se comporté de manera exacta ¢l crecimiento del cultivo fue muy

parecido, tanto utilizando paquete celular, como nimero de células. Hay que considerar,

sin embargo,que estos Gltimos cultivos estuvieron con nédulos que tuvieron un subcultivo

antes de comenzar a evaluar, por lo que pensamos que tal vez si se ponen nodulos nuevos

en cada subcultivo cf crecimiento celular podria ser mayor.
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Es por ello que se decidid montar un nuevo lote con seis cultivos, todos con
nodulos, pero al momento del subcultivo solo tres permanecieron con los mismos nodulos

y los otros tres cultivos se les cambiarian por nédulos nuevos.

La evaluacién se realizb con conteo celular y paquete de células,a los 0, 5 y 10 dias

del 20 subcultivo, dando los siguientes resultados. (tabla 22 y 23).

Tabla 22.- Efecto de la presencia de nédulos sin cambiar en un cultivo de células en
suspension.con el medio RD1/2 + adenina 0.1 mg/t + prolina 20 mM.

Tiempo No. de células Paquete celular.
dias x104 cel/ml + (o). {em.) + (©)

0 37.8+/-4 0.5+/-0.014

5 41+/-12 0.5+/-0.012

10 50.6+/-6.5 0.46+/-0.018

De los resultados de la tabla 22 observamos que el crecimiento celular no fue muy

alto, sin embargo, se observa un incremento de la poblacién celular,

Tabla 23-Efecto de la presencia de nodulos nuevos en un cultivo de células en suspension.

Tiempo No. de células paquete celular.
dias x104 cel/ml + (o). (cm.) + (o)
0 38.25+/-6.5 0.5+/-0.014
5 57.5+/-8.5 0.7+/-0.012
10 54+/-71.3 0.6+/-0.023

Los resultados obtenidos en la tabla 23 nos muestran que el efecto en términos
generales es ¢} mismo, sin embargo debe notarse un ligero incremento en ¢l de nédulos
nuevos: La diferencia de crecimiento no fue muy alta, sin embargo, se sugiere que se
utilizara siempre nddulos nuevos en cada subcultivo, ya que fise donde se obtuvo la mayor

tasa de crecimiento tanto en base a niimero de células como de paquete celular.
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Otra de las preguntas que nos inquietaron fue si obtendriamos resultados parecidos

o mejores si en lugar de utilizar nédulos, utilizabamos un extracto de nddulos.

Para saber si los nddulos estaban contribuyendo con células al cultivo se decidid poner un
nuevo cultivo con todas las mismas condiciones a las utilizadas con los nédulos, sélo que

en esta ocasion se utilizd extracto de nddulos.(tabla 24).

Tabla 24.-Efecto del uso de extracto de nédulos como un factor de crecimiento en un

cultivo en suspension.

Tiempo No. de células Paquete celular
Dias X104 cel/m! + (). (cm) + (o)

0 44+/-7 0.55+/-0.012

3 32+/-9 0.76+/-0.017

6 46+/-6 0.74-0.016

9 48.75+/-8 0.84/-0.014

12 55+/-12 0.83+/-0.016

Los resultados que podemos observar en la tabla nos muestran un claro

crecimiento, lo que significa que el extracto de nodulos también puede ser utilizado, y

obtener resultados similares que al adicionar el tejido. Esto indica también que los nddulos

no parecen estér contribuyendo con células al cultivo.
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DISCUSION.

Uno de los factores limitantes para establecer un cultivo en suspension es el tipo
celular de! que se parta. Se ha observado que segin el tipo de células que se desee

trabajar, se requiere de un medio de cultivo y condiciones de cultivo especificos; de esta

forma establecer el cultivo in_vitro de cualquier planta requiere de un proceso largo en el
cual, utilizando la técnica de emsayo y error, podremos encontrar las condiciones
especificas para obtener un sistema adecuado, primero en callo y después en cultivo en
suspension con un alto rendimiento. Sin embargo, no todas las plantas presentan el mismo
nivel de dificultad, tal es el caso de las dicotiledoneas que no son muy exigentes en los
contenidos del medio de cullivo y se puede aplicar, a diferentes géneros, condiciones
semejantes de cultivo. Los trabajos que se han realizado en monocotiledoncas, por ¢l
contrario han revelado que existe cierta dificultad en conseguir un buen sistema de cultivo,

por lo que son consideradas plantas poco accesibles para someterlas a estas metodologias.

Por otro lado es importante reconocer que las condiciones de nutrientes, vitaminas
y fitorreguladores que se utilizan en el sistema de cuitivo solido no son necesariamente las
mismas condiciones que requiere el sistema de cultivo en suspension, ya que el ambiente

que rodea a las células es totalmente distinto.

Es por ello, que el presente trabajo se inicio probando diferentes factores de
crecimiento y en distintas concentraciones, con la meta de encontrar las mejores

condiciones para ¢l cultivo in vitro de eélulas de maiz en suspension.



Fitorreguladores:

Entre los factores involucrados en el crecimiento de los cultivos de células en
suspension, los fitorreguladores u homonas reguladoras de crecimiento son de primordial
importancia. Como vimos en el primer experimento se utilizaron dos hormonas en el
medio base: MCPP 2mg/1 y cinetina 0.01 mg/l. En estos cultivos pudimos observar que, en
las evaluaciones hechas por medio de paquete celular, s¢ observa un incremento en 165
cultivos donde lo aplicamos. Por medio de las observaciones microscopicas nos
percatamios que el tipo celular de estos cultivos fué de mayor tamaito siendo por ello que
al momento de evaluar utilizdndose ¢l paquete celular como indicador, el resultado de la
cevaluacion es sensible a este parametro y permitié saber ficilmente si habia crecimicnto o

no.

.En el 20 experimento se utilizaron como fitorreguladores en ¢l medio base 2-4D
(1 mg/) y cinetina (0.05 mg/l). este cambio modifica las caracteristicas de las células del
cultivo encontrando en el m{croscopio que se trataba de células més pequefias, debido
posiblemente a la disminucién de la auxina y al aumento de Ia citocinina, la cual fue §

VECes mayor.

Bajo estas condiciones la técnica de evaluacion del crecimiento de medida del
paquete celular ya no fué lo sufientemente sensible para medir crecimiento en el cultivo
debido al tamafio celular. Por ejemplo, las células del cultivo del primer experimento eran
tan grandes como el campo de observacion utilizando 180x de aumento, siendo
aproximadamente de 100 a 150 micras y las células del 20 cxperimento eran pequefias:

entre 30 a 60 micras.
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Estos resultados indican que en la seleccion de los pardmetros para medic
velocidad de crecimiento de un cultivo de células, deben tenerse en cuenta fas
caracteristicas del mismo y seleccionar con ese criterio el método més adecuado para ese
cultivo. Asimismo es recomendable usar simulténemente mas de un procediniiento para
este proposito ya que esto permite correlacionar los resultados y detectar cualquier

anomalia o cambio en e} sistema no esperado o no considerado con anterioridad.

Otros fitorreguladores utilizados en este trabajo fueron dos citocininas, adenina y

2ip, de las cuales la que mejor estimulé el cultivo fue la adenina.

En cuanto a las auxinas, actualmente se estd probando cort un nuevo fitorregulador
sintético conocido como dicamba a una concentracion de 2 mg/l. con base en lo
recomendado por Close & Gallegher-Ludentan (1989). Con cste fitorregulador se ha
logrado mejorar la induccion de callo de maiz de algunas variedades, como por ejemplo en
Tuxpefio. Sin embargo, no es recomendable para uso prolongade durantc el
mantenimiento del callo, ya que posteriormente promueve oxidacion del tejido.
Probablemente el uso de un antioxidanie podria evitar este efecto secundario deletéreo
(Wang, 1987).

Nutrientes y vitaminas

Los nutrientes y vitaminas fueron proporcionados por el medio elegido "R2". Este
medio conticne los nutrientes y vitaminas en las proporciones adecuadas para cultivar
células de maiz (ver cuadro 2), medio obtenido en nugstro laboratorio en trabajos
anteriores (Snchez de Jiménez, E. et al 1988). Sin embargo, se decidio probar el efecto
de diversas concentraciones de fostato (KH2PQ4), ya que en la literatura se encuentran
trabajos en fos cuates se ha demostrado que en ese medio este nutriente puede favorecer el
crecimiento celular y asi incrementos en la concentracién del fostato. trac como

consccuencia aceleracion en el desarrollo del cultivo. Tal es el caso de fa investigacion
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realizada por Hom, Martin & Widholm {1992), en la cual se detecta un aumento en el
crecimiento del cultivo de células en suspension de sorgo al incrementar la concentracién

de fosfato, proponiendo por tltimo como concentracién optima de KH2P04 1.2 mM.

Para las células de maiz, la concentracion que se encontrd adecuada (ver tablas 11
y 12) fué de 510 mg/t de la misma sal equivalente a 3,75 mM, lo que nos indica que este
cultivo requiere de una concentracion mayor de fosfato que Jas células de sorgo.

Nitrégeno orgdnico e inorganico,

El medio "R" que basicamente contiene las sales del medio MS (Murashige-Skoog,
1962), presenta una concentracién de NHANO3 y KNO3 adecuada pata la gran mayorfa de
las especies vegetales en cultivos in vitro, sin embargo de acuerdo con Saonen y Simola
(1977), trabajando con células de Atropa helladonna, concluyeron que el uso combinado
de fuentes de nitrégeno entre sales mincrales y compuestos orgénicos mejora la actividad

de la enzima nitrato reductasa por lo que [a utilizacion de este recurso es ms eficiente.

Estos mismos autores, en un reporte posterior (Salonen and Simola 1989),
trabajando con células de Atropa belladonna encontraron que la concentracidn 6ptima de
NH4NO3 es de 7.5 mM lo cual les da buenos resultados en sus cultivos; sin embargo, si a
esta fuente de nitrogeno se le aflade una fuente de nitrégeno de tipo orgénico, el cultivo
respondd satisfactoriamente aumentando el crecimiento del cultivo. Elfos utilizaron como

fuente orgénica de nitrogeno “la prolina®, en una concentracion de 2.5 mM.

El nitrogeno es un factor importante para el crecimiento del cultivo. Sin embargo
se requiere conocer el tipo de células y los factores que se encuentran invohicrados en el
aprovechamiento de dicho elemento. Salonen and Simola (1989) reportaron en cultivos de
callo de Atropa Belladonnga que el uso de glutamina y prolina en el medio como Unica

fuente de nitrégeno daba un mejor rendimiento en el cultivo.
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El medio "R" (Loyola and Sénchez de Jiménez, 1986) contiene 20 mM de KNO3 y
20 mM de NH4NO3. Al realizar comparaciones con otros trabajos observamos que log
requerimentos siempre son diferentes en distintos cultivos, Homn, Martin y Widholm
(1992), al optimizar un medio de cuftivo de células de sorgo, encontraron que el uso de
KNO3 en una concentracion de 40 mM era la mis adecuada; si se afiade 60 mM cn el
medio, el crecimiento del cultivo se reduce. Esto indica que no necesariamente el

incremento en fuente nitrogenada va a mejorar ef uso de este recurso por los cultivos.

De las dos fuentes de nitrogeno de tipo organico utilizadas, prolina ¢n una
concentracion de 20 mM y asparagina 14 mM, (ver tabla 18) ambas dieron resultados
positivos, ya que el crecimiento del cultivo se estimuld. El incremento celular no fue alto,
pero si se observaron diferencias significativas con respecto al control. Esto indica que el
aumento de esta fuente de nitrdgeno organico sobre la concentracion basal de nitrbgeno
inorgénico que contiene el medio de cultivo, permite un mejor aprovechamiento de este
¢lemento tan importantc para apoyar la sintesis de aminoécidos y de bases nitrogenadas en

el cultivo,

La base de esta mejor utilizacion se debe a la regulacién de las enzimas que lo
utilizan. Asi, se ha demostrado que ¢l cambio en la fuente nitrogenada que se le
proporciona al cultivo genera diferentes cambios de asimilacion de las enzimas de este
metabolismo del nitrogeno (Loyola-Vargas and Sénchez de Jiménez, 1986). Ellos
observaron que cl uso de amonio como dnica fuente de nitrogeno produce la muerte de
los subcultivos; ademas de que, en presencia de nitrato, hay un incremento en la actividad
de GS (glutamina sintetasa), lo que sugiere que GS es el responsable primario para fa

asimilacién del nitrogeno. También mencionan que, bajo condiciones en suspension,
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glutamina, alanina, glutamato y prolina se acumulan durante el ciclo de crecimiento como

unresultado de la actividad y asimilacién de las enzimas por el nitrégeno.

Otros factores moduladores del crecimiento.

Uno de los factores involucrados y que desconocemos totalmente, es el medio
condicionado. Segin (Manoharan and Gnanam 1992, se sabe que si en un cultivo en
suspension se utiliza medio condicionado se induce la division celular y por lo tanto el
crecimiento del cultivo.) Sin embargo, ¢! factor o factores que estén promoviendo el
incremento de la poblacién es aiin desconocido y por ello rio siempre se puede promover
el mismo efecto en el crecimiente celular de! cultivo. Sin embargo, nosotros incluimos el
medio condictonado en nuestros cultivos (ver procedimiento "Establecimiento del cultivo

primario en medio liquido) esperando obtener mejores resultados.

Ademas del medio condicionado, en el cual se desconose fa composicion de
nuevos clementos propercionados por las mismas células, tenemos también a los extractos
de tejidos en estado activo de crecimiento, La composicion de estos extractos no es facil
definirla, sin embargo, se conocen varios ejemplos en los cuales con el uso de este tipo de
extractos se han logrado buenos resultados, por ejemplo: agua de coco, jugo de jitomate
extracto de levadura, de uva, de cirucla, leche de vaca y otros., que han sido aplicados a
los cultivos en suspension, obteniendo altos indices de crecimiento, (La Rue, 1947). Cabe
saflalar que, si se conociera el componente que promugeve o participa de alguna manera en
Ia division celular se tendria un mayor control y manejo del cultivo. Por ello se considera
importante hacer una aproximacion al estudio de los componentes tante del medio
condicionado como también de los extractos de tejidos utilizados. Asi, al fraccionarlos por
diversos criterios se puede reducir e! nimero de componentes no indispensables y que en
ocasiones pueden hasta ser perjudiciales al cultivo, dando a la vez condiciones mas

adecuadas para un desarrollo mis sano.

47



De los extractos utilizados en este trabajo los de embrion y el de eje de embrion a

pesar de probarse en diferentes concentraciones no se obtuvieron buenos resultados.

De las concentraciones de extracto de callo probadas se encontré que a 0.1 ml/l

del extracto promovia crecimiento del cultivo (ver tablas 5 y 6).

El extracto de nodulo en el medio de cultivo di6 muy buenos resultados,

obtendiendo los mejores resultados de este trabajo (ver tabla 26).
Tejidos vegetales como factores de crecimiento.

Ademis de extractos naturales para pronover el crecimiento de un cultivo en
suspensidn, también se ha logrado obtener el crecimiento del cultivo utifizando fragmentos
de tejidos vegetales tales como hojas, tallos, dpices etc. Esto funciona al parecer con
tejidos en crecimicnto o que contengan zonas meristematicas. DeGreet y Jacobs (1979)
trabajando con cultivos de callo de Beta vulgaris L, reportaron el haber encontrado
hormenas auténomas en los cultivos al afadirles fragmentos de hoja. Posteriormente
Saunders y Danb (1984) repiticron el trabajo anterior, sélo que ellos utilizaron fragmentos
de tallos para inducir crecimiento en los cultives de callo de Befa vulgaris L. Este método
para inducir el crecimiento del cultivo suele ser muy accesible y facil. Sin embargo, con
ello nos enfrentamos al mismo problema que cuando utilizamos extractos naturales:
desconocemos cual es el factor que promuecve el crecimiento del cultivo. Masuda,
Nakagawa, y Sugawara (1988) fueron los prineros en utilizar segmentos de hoja de Beta
vulgaris L. en cultivos de células en suspension para promover la formacion de una

hormona auténoma y a la vez inducir el crecimiento del cultivo.

En este trabajo se usaron con éxito nodulos de plintulas de maiz que, al ser
agregados al cultivo cn suspension, favorecieron su crecimicnto (ver tabla 23) sin

embargo, se podria pensar que el aumento celular observado en el cultivo podria ser
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debido a céluias desprendidas de los mismos nodulos en division activa y no
necesariamente a estimulos del crecimiento de las célufas del cultivo en suspensién, Por
ello al introducir tejidos vivos en un cultivo de células en suspensién debe hacerse muy
conciente de esta posibilidad y tener los controles necesarios. En nuestro caso este control
consistid en hacer los extractos de los nodulos y probarlos en el sistema, confirmando que
el incremento se debia al crecimiento del cultivo y no a la introducién de células vivas

ajenas al cultivo (ver tabla 24).

Debido a Ia respuesta obtenida en los cultivos por el uso de extractos, pensamos
que los extractos podrian tener un factor de tipo proteico, similar al reportado por Farmer
y Ryan (1990). Ellos anunciaron el haber encontrado una hormona pequefia de tipo
peptidica compuesta de 18 aminoécidos, la cual han bautizado con el nombre de "super
PIIF". Esta son las primeras evidencias reportadas de una hormona peptidica en plantas y
sugieren que, péptidos analogos podrian controlar difercntes procesos metabolicos en la
planta. Estos autores son los primeros hasta ahcra que han reportado un péptido capaz de
controlar diversas funciones de la planta, ellos comparan su funcién con el sistema de
prostaglandinas en animales encontrando gran similitud en la forma de activar estos

compuestos. (Farmer and Ryan, 1990).

a6
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Conclusiones:

De acuerdo a lo anterior, en este trabajo se establecieron cultivos en suspension
encontrando condiciones de manejo adecuadas que permiten finalmente obtener cultivos
sanos. Podemes mencionar como ejemplo la esterilizacion por filtracién de los medios de
cultivo. La inoculacién de los cultivos en suspensién y la mejor tecnica que se determino

para Hlevar a cabo la evaluacion de los cultivos en suspension.

Los factores de crecimiento que sc optimizaron fueron: adenina 0.1 mg/l; KH2PO4
510 mg/l; prolina 20 mM; Asparagina 14 mM vy tejidos vegetales, Siendo en este caso 15
nédules de mafz de 5 dias de germinado. por cultivo. Encontrando a las concentraciones
antes mencionadas como més adecuadas para promover division celular y por lo tento

crecimiento del cultivo,
Finalmente el medio de cultivo quedo con la siguiente composicién:

Medio RD 1/2 el cual contiene como fitoreguladores 2-4 Diclorofenoxiacetico 1
mg/l y cinctina 0.05 mg/l se le adicion6 adenina 0.1 mgfl, prolina 20 mM, asparagina 14.0
mM y extractos de néduios.

Ademas de los factores de crecimientos antes mencionados se loged identificar al
inositol como un nutriente basico dentro del medio de cultivo ya que los cultivos en
suspensién en auscncia de éste nutriente tomaban un color café, y el cultivo tendia a morir

rapidamente.
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Reconociendo 1a importancia de Iz oxigenacion y homogeneidad para este tipo de
cultivos, s probaron distintas velocidades de agitacion encontrando que a 100 rpm es fa
velocidad mas adecuada ya que el cultivo se encuentra homogeneo, al igual que los
nutrientes se¢ encuentran dispersos en todo el cultivo y el movimiento permite una

oxigenacidn adecuada.

Observamos que dependicndo ef tipo celular que contienen los cultivos, podemos
utilizar diferentes recursos para evaluar el cultivo. En el primer experimento el uso de
paquete celular fué suficiente para medir el crecimiento celular, pero en el 20 experimento
1as condiciones cambiaron encontrando ¢l conteo celular como la téenica mas adecuada

para evaluar el cultivo.

Ademis, con el uso de medio condicionado, tejidos vivos y de distintos extractos
de éstos, logramos observar que existe un factor no identificado aiin que interviene de
manera impartante en el establecimicnto y crecimiento del cultivo en suspensién de células
de maiz. Hasta ahora, pensamos en I posibilidad de que se trate de una hormona de tipo

peptidica, similar a la reportada por Farmer y Ryan (1990).
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