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RESUMEN

El fenémeno de embriogénesis somética implica la formacion de un embrion
a partir de una célula que forma parte del cuerpo de la planta. Esto tiene como
base el principio de totipotencialidad celular, es decir, que cada célula es capaz
de generar un organismo completo, dado que tiene toda la informacién genética
para ello; lo que significa que una célula normal puede ser inducida a ser
preembriogénica, posteriormente embriogénica y finalmente podrd generar un
embrién somatico.

E! objetivo de este trabajo es generar callos embriogénicos a partir de
embriones maduras e inmaduros de maiz criollo, asi como el estudio de la
ocurrencia del proceso embriogénico desde el punto de vista histoldgico y analizar
parcialmente la constitucién bioquimica de la pared celular de los callos normales
(no embriogénicos)y embriogénicos.

Se utilizé una raza de malz criollo de zonas tropicaies de México conacido
como Tuxpefio; el cual presenta una gran variabilidad genémica y por tal motivo se
considerd importante para determinar la eficiencia de induccién de callo.

El mejor medio de induccién para los dos tipos de explantes fue el N6,
suplementado de AgNO, y - Dicamba. Las caracteristicas de calio embriogénico las
presentaron los cultivos que se originaron de embrién inmaduro. Mas tarde cuando
se optimiz6 el sistema para la obtencidon de embriones sométicos se observé que
es determinante para este fin la presencia en el medio de AgNO,, siendo mejor su
efecto cuando se adiciond durante la etapa de induccién de callo, otro aspecto
importante fue la disminucién de auxina y la adiciéh de kinetina en el medio de
cultivo.

En cuanto a la  constitucién bioguimica de la pared, se cuantificd la
incorporacion de L-prolina-'*C a proteinas de pared celular y su transformacion a



hidroxiprolina. Los resultados obtenidos indicaron que en los cullivos que se
originaron de embriones inmaduros, la relacion de prolina/hidroxiprolina fue
siempre menor que la obtenida de embrién maduro. En los primeros cultivos la
cantidad de hidroxiprolina fue alta y dos semanas después de pasados al medio de
regeneracion disminuye y se estabiliza. Los cultivos que provinieron de embridn
maduro presentaron incremento en las cantidades de prolina, principalmente hacia
la tercera semana en el medio de cultivo y ésto correlaciona con la baja eficiencia
del cultivo para generar embriones somaticos.

Esto podria significar que en la célula, debe activarse la ruta
correspondiente para que ocurra el proceso de hidroxilacion en la prolina y
entonces el cultivo pueda ser embriogénico, lo cual implicaria que Ia ocurrencia de
dicho proceso podria ser un marcador de cultivos embriogénicos en maiz.

Al realizar el andlisis histoldgico de los cultivos tanto con caracteristicas
embriogénicas como en las estructuras observadas en el medio de regeneracion,
se encontrd que en los cultivos provenientes de embriones maduros se formaron
centros meristematicos y se conservaron restos de tejido del explante original.
Cuando se enconiraron en medio de regeneracion sélo se formaron raices y
porciones de tejido limitado por una epidermis, en las células se observaron plastos
y grandes vacuolas de almidén ylo lipidos. Esto Gitimo implica que ya existia un
alto nivel de organizacién y especializacion del tejido. En cuanto a los cultivos
provenientes de embrion inmaduro, se localizaron abundantes centros
meristematicos y la formacién de embriones somaticos alargados. De estos cultivos
se regeneraron brotes que se desarroliaron a plantas completas, las cuales se
llevaron a suelo y posteriormente a campo, pudiéndose obtener plantas maduras,
que fueron capaces de producir semillas viables. Esto nos permite concluir que el
estado fisioldgico del explante es determinante para obtener una respuesia
morfogénica (embrién somdtico ylo brote) y finalmente este evento puede ser
independiente del genotipo de |a especie en estudio.



1.- INTRODUCCION

El desarrollo de plantas in vitro a partir de regiones meristematicas es un
fendmeno conocido desde aflos atrds. Las células meristematicas proliferan, se
distribuyen en capas, eventualmente se van diferenciando para formar tejidos y
posteriormente 6rganos. Este fendmeno caracteristico de las plantas, puede ocurrir
por organogénesis (formacién de primordios de tallo, seguida de la parte aérea de
la plantula y su enraizamiento), o por embriogénesis somatica  (formacién de
embriones somaticos, los cuales sufren cambios en su estructura y organizacién
semejantes a los que ocurren en la embriogénesis cigética). Estos eventos pueden
ocurrir en forma directa (a partir de un explante original) o bien indirecta (a partir
de callo), y dependen de factores exbgenos y endégenos que actualmente lodavia
no 36 conoce como puedan ser controlados en su totalidad. ES por tal motivo que
las técnicas de cultivo in vitro estan siendo ampliamente utilizadas y actualmente,
el proceso de embriogénesis somatica tiene perspectivas de estudio mas amplias.

Bajo condiciones in vitro, este proceso se reporté en 1958 y a partir de esa
fecha hasta la actualidad, se tiene la inquietud de esclarecer cuales son los
factores responsables de su induccién, motivo por el cual se han estudiado
aspectos como; lipo de explante, medio de cultivo, nutrientes, fitorreguladores,
régimen de subcultivo, condiciones de incubacion, genotipo, etc.

En 8i, el estudio del procedimiento de embriogénesis indirecta implica el
establecimiento de callos con divisién celular activa y la posterior seleccién a
través de los subcultivos del tipo celular requerido. El medio y las condiciones de
cultivo actlan como sistema selectivo, favoreciendo la multiplicacién de- algunos
tipos celulares que llegan a ser dominantes en el sistema. Los callos asl



seleccionados son estimulados para formar embricides, por manipulaciones en la
relacién auxina-citocinina del medic (Anke et al., 1993).

Aunque este método para lograr la diferenciacién no se puede aplicar a
todas las especies con igual grado de éxito, se ha logrado establecer que cuando
la concentracion de auxinas es alta en las fases iniciales de cultivo y
posteriormente se elimina, se induce |a diferenciacién de embriones somaticos. A
través de estas tdcnicas las células sométicas pueden ser inducidas hacia un
proceso embriogénico por medio del cual se diferenciardn estructuras bipclares
similares a los embriones cigéticos (Kemamine et al., 1982).

No se conocen con certeza cuales son |as bases moleculares que rigen a
los procesos de diferenciacion. Se sabe por algunos reportes (Barrat ef al., 1991,
Sterk ef al., 1991, Hilbert et al., 1992;) que se producen cambios previos a las
alteraciones morfoldgicas, lo cual se establece una selectividad en la expresién de
la capacidad genética de las células. Ya han sido monitoreados con pardmetros
bioquimicos algunos aspectos metabblicos de la diferenciacion, Los cambios mas
interesantes sugieren que en los tejidos en los que se inician procesos de
diferenciacién, se acelera la sintesis de ADN, ARN y de proteina; probablemente
porque son requeridos para la estructuracion del drgano en proceso de formacién
(Claparois ef al., 1993).

Aunque ya se sabe que el proceso de diferenciacion celulér esta inducido
por diversos elementos nutricionales, hormonales y ambientales, el conocimiento
de como se induce y controla el proceso es todavia muy pobre y en general
empirico. Por ejemplo, el cambio de concentracién de hormonas en el medio es el
factor que mds se reconoce como iniciador del proceso, sin embargo, no se cuenta
con informacién acerca de las concentraciones endégenas de estas hormonas en



los tejidos y no se comprende con claridad el mecanismo a través del cual se
producen los cambios metabdlicos que finalmente conducen a la embriogénesis
somética o a la organogénesis.

En particular existen pocos estudios bioquimicos en relacion a
embriogénesis somatica en maiz, sin embargo, ya se sabe que existen factores
como el cambio de concentracion hormonal, la fuente nitrogenada, 1a presencia de
nitrato de plata y la presidn osmdtica del medio, que han demostrado ser
determinantes para la manifestacion de este proceso (Sanchez de Jiménez ef al.,
1979; 1981; Williams y Maheswaran, 1986; Duncan y Widholm, 1987; Roustan ef
al,, 1990; Emons e! al., 1993).

Existe la idea generalizada en relacion a que el genotipo de maiz usado
como fuente de explante es determinante de la capacidad celular para formar
embrioides, y se consideran sdlo unas pocas lineas celulares definidas como
smbriogénicas (Wilkson y Thompsom, 1987, Sheridan, 1988; Smith y Krikorian,
1989y Liu efal, 1993).

Por otra parte, resultados obtenidos en nuestro laboratorio (Garcla et al.,
1993), han demostrédo que algunos genotipos de malz criollo de aito nivel de
consumo, y por tanto de gran importancia econémica, responden favorablemente
en condiciones in vitro a los incrementos de sacarosa y las concentraciones de
nitrato de plata en los cultivos, para inducir la formacién de embriones somaticos.

En la actualidad existen reportes que relacionan el proceso embriogénico
con el ciclo de division celular a través del monitoreo con indicadores bioqdimicos.
Por este tipo de estudios se ha logrado registrar un incremento transitorio y
especifico de las enzimas invoiucradas en ia via de la biosintesis de poliaminas, en
la de pirimidinas; asl como en las del ciclo de las pentosas, que se producen



solamente en cierta etapa del ciclo celular (Rao et al., 1990). De esto se puede
deducir que los procesos regulatorios de la sintesis de ADN, ARN y de otros
elementos participantes del ciclo de division celular, son criticos para la induccién
de embriogénesis.

También se ha sugerido que ocurren cambios en la constitucién de la pared
celular provocados por la adicién de auxinas como Dicamba y 2,4-D (Kieliszewskl
y Lamport, 1987; 1992; Ludevid ef al., 1990 y Ruiz-Avila ef al., 1991), y por tanto el
estudio de este Ultimo punto contribuya a una mejor comprensidn de la ocurrencia
del fendmeno de embriogénesis somética en plantas.

Dada la complejidad del fendmeno, se planted la necesidad de realizar un
estudio Interdisciplinario que permitiera establecer correlacion. entre los cambios
bioquimicos y las modificaciones morfoldgicas que ocurren en los tejidos durante la
diferenciacion. Para completar estos estudios es necesario contar también con la
caracterizacién a nivel microscépico de los cambios ocurridos a través de analisis
histoldgico.

La importancia de este trabajo consistié por tanto en obtener cultivos
embriogénicos a partir de embriones maduros e inmaduros de un malz criollo
para conocer la influencia del estado fisiolégico del explante en la manifestacién
de la respuesta morfogénica y dar seguimiento al proceso, integrando el estudio
histolégico con aspectos bioquimicos. Ademas ia significancia de esta trabaje
radica en haberlo realizado en malz criollo, lo cual implica una gran variabilidad
gendmica (en comparacién con las lineas embriogénicas) y una importancia
econdmica para el pals. Lo anterior significaria que las variedades criollas de maiz
podrian ser un recurso de alto potencial econémico, para que a través de su
manipulacion bajo condiclones in vitro, se pudiera mejorar esta especie.



Il.- ANTECEDENTES

Wl.- DIFERENCIACION CELULAR EN PLANTAS SUPERIORES BAJO CONDICIONES in
vitro.

Los fenémenos de diferenciacién y desdiferenciacion celular en plantas se
manifiestan ampliamente en la naturaleza. Para su estudio se requiere de un é&rea
interdisciplinaria, en donde la embriologla y otras disciplinas relacionadas con el
desarrollo han reportado los primeros avances y conocimientos cientificos para su
comprension. Durante muchos afios, los estudios y las investigaciones al respecto
se habijan limitado a ser de tipo descriptivo debido a la complejidad del mismo. Asi
entonces a medida que olras dreas de la ciencia progresan, el concepto de la
diferenciacién celular se va trarisformando. por lo cual en estos ultimos afios se han
aportado conocimientos muy importantes que permiten un avance significativo en
la comprensién de este fenémeno.

Los embriones clgéticos se originan normalmente a partir de la fecundacion,
es decir, un nucleo espermético fecunda a la ovocélula, formando al cigoto. Este a
través de divisiones celulares en planos definidos y a través de un proceso de
crecimiento caracteristico, produce el ambrién cigético. Dichas estructuras pueden
también obtenerse a través de un proceso llamado embriogénesis somitica,
mediante el cual el embrién se origina a partir de cualquier célula de la planta.
Este proceso se manifiesta bajo condiciones in vifro y los embriones somaticos
pueden desarrollarse hasta formar una planta completa.

Un embrién somético se define como una estructura bipolar producida de
manera asexual (Raghavan et al., 1976), que carece de una conexién vascular con
el tejido madre que puede ser desde un punto de vista funcional y anatémico similar



a un embrién producido de manera sexual, motivo por el cual serd capaz de
desarroliarse y generar una planta completa.

Los principales eventos de la embriogénesis somatica pueden ser divididos
en varias categorias: induccion, crecimiento temprano, maduracion del embrién y
germinacion.

Uno de los primeros autores en describir el proceso de embriogénesis
somatica fue Steward y colaboradores (1958), en cultivos celulares de zanahoria
(Daucus carola L) en medio liquido y por Reinert y colaboradores (1959), en
cuitivos de callos en medio sdlido de la misma especie. Hasta la fecha, en mas de
30 familias de plantas se sabe de la manifiestacion de dicha respuesta, empleando
para ello una gran variedad de explantes, tales como: hojas, tallos, peciolos,
nucela, tegumento, sinérgidas, etc.

Para que los embriones sométicos se manifiesten existen dos vias: la
directa, que no requiere de la formacion de tejido calloso y la via indirecta, cuyo
requisito es la formacion de tejido calloso antes de la formacién del embrién
somatico.

El fendmenc de embriogénesis somdtica es una cualidad muy especial de
las células vegetales, que se pueden manifestar tanto in vivo como in vitro, por lo
cual, es posible que dicho evento esté regulado por mecanismos represivos, la
ausencia de los cuales podrian determinar su manifestacion (Carman, 1990). Asl
ontoncbs, los factores mas Importantes que inducen la formacién de embriones
sométicos son: el genotipo, el grado de diferenciacién del explante (Tomes y Smith,
1985), los constituyentes del medio de cultivo (Duncan et al., 1985), la presién
osmética en el medio de cultivo (Close y Luderman,1987; Brown et al.,1989), el
metabolismo nitrogenado (Dougall y Verma, 1978), luz y temperatura.

Puede considerarse que para que se dé el proceso de embriogénesis
somatica (en el caso de la via indirecta), primero debe de ocurrir la induccién de la



citodiferenciacién de las células preembriogénicas y posteriormente el desarrollo
de estas células para formar al embrién somatico (Carman, 1990). Esto implica que
en el cultivo (callo) se debe promover una aceleracién de divisiones celulares, de
tal manera que se presente un cambio en la periferia del callo de liso a ondulado
(Cure y Mott, 1978; Springer et al., 1979, Botti y Vasil, 1983; Maheswaran y
Williams, 1985 y Carman, 1990). Por tanto dicha ondulacién es indicio de la
proliferacién activa de las células superficiales, las cuales se rigen por un patrén
caracteristico de segmentacién, dando fugar a la formacion de un embrién
somatico.

E! proceso de embriogénesis somética (por via directa o indirecta) es
sumamente complejo, dificii de caracterizar y se le ha descrito como de tipo
eminentemente plastico en su desarrollo (Geri et al.,1994). En cuanto a los eventos
bioquimicos que praceden a los cambios morfolégicos observados, se conoce aun
muy poco. Hay especies como zanahoria (Komamine et al., 1990), en las cuales ya
se han podido caracterizar muchas de las reacciones involucradas en este proceso,
sin embargo, en la mayor(a de las espacies son pocos los avances al respecto,

Esta plasticidad es el resultado de cambios en el tiempo y extension de los
eventos de organizacién. En comparacién con la saecuencia normal, algunos
cambios pueden ser prematuros o retrasados, la longitud de su expresidn puede
alargarse o acortarse y los efactos pueden ser manifestados a niveles celulares de
tejidos o de Grganos. Ademas de esto, los embriones somaticos responden a
alferaciono: en el medio de cultivo, motivo por el cual las secuencias
morfogenéticas pueden ser afectadas (Anke el a/.,1993).



114.1. EMBRIOGENESIS SOMATICA EN GRAMINEAS

Muchas de las especies que pertenecen al grupo de las gramineas se han
establecido bajo condiciones de cultivo in vitro. Sin embargo en muy pocas de ellas
s ha logrado que se manifiesten embriones somaticos. En particular este grupo de
plantas presenta muchas dificultades para manipularse sin perder la viabliidad del
cultivo. A pesar de todos los inconvenientes que implica trabajar con este grupo de
plantas, se han reportado algunos avances:

Norstog et al. (1970) fueron los primeros que reportaron la formacion de
embriones sométicos, emplearon como explante inicial embriones inmaduros de
cebada, pero no lograron el desarrollo de plantas completas.

El grupo de Green (1974) fue uno de los pocos que logrd la obtencién de
cultivos (callos) a partir de embriones maduros de maliz, los mantuvieron durante 20
semanas, pero no observaron ninguna otra respuesta embriogénica en sus cultivos.

Mas tarde se determiné que cuando se utilizan embriones inmaduros de
gramineas, el callo prolifera por divisiones de las células subepidérmicas del
escutelo y del nudo escutelar. En el caso del tejido maduro o casi diferenciado se
ha visto que no parece ser capaz de presentar una respuesta morfogénica (Vasil,
1982); ésto podria deberse, a que en el momento en que se da la especializacién
de las células para formar parte del tejido maduro, el cambio que se produce &s
irreversible, motivo por el cual no se expresa tan facilmente el potencial
morfogénico de la célula,

Green y Phillips (1975) obtuvieron callos con capacidad morfogénica a partir
de tejido escutelar, empleando embriones inmaduros de 14 dias después de la
polinizacién. En este caso el callo obtenido en presencia de 2,4-D, se colocd en un
medio de cultivo libre de fitorreguladores y de los embriones obtenidos se formaron
plantas completas, mismas que se pasaron a sueio, 8in embargo, fueron muy
pocas las que crecieron normalmente.
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Mascarenhas ef al. (1975) lograron establecer cultivos de malz a partir de
segmentos de ralz, de los cuales regeneraron plantas completas.

Sénchez de Jiménez y Albores (1979) reportaron el efecto del 2,4-D y
MCPP, que son dos auxinas sintéticas, en la induccién de callo, a partir de varios
lipos de explante (embrién maduro, tallo y raiz) de diferentes genotipos criollos de
malz, concluyeron que el MCPP puede reemplazar con grandes ventajas al 2,4-D,
tanto en la induccién como en el mantenimiento del callo.

Lu et al. (1982) fueron los primeros en reportar la obtencién de embriones
somaéticos en callos obtenidos de embriones inrnaduros.

Green, (1982) logré obtener la misma respuesta, puntualizando que los
callos empleados fueron friables, y con la finalidad de incrementar la asmolaridad
en el medio de cultivo y favorecer la formacién de embriones somaticas incrementa
la concentracién de sacarosa al 6 %.

Tomé ef al. (1984) obtuvieron planlas a partir de embriones inmaduros. En
este caso germinaron embriones y utilizan células del mesocotilo como explante
para la obtencién de los callos regenerables de consistencia friable. Resaltando
que la capacidad de expresién de la totipotencialidad celular en tejidos de malz
depende del grado de maduracién del explante inicial. Sdnchez de Jiménez et al.
(1981) emplearon material maduro (embrién) y una citocinina para mejorar la
respuesta de formacién de callo.

Vasil et al. (1983) emplearon concentraciones aitas de sacarosa al inicio del
cultivo y posteriormente fueron disminuyendo porque observaron que este era
importante para inducir embriogénesis somética. Ademds discutieron la importancia
que tiene el genotipo para la obtencién de una respuesta morfogénica bajo
condiciones in vitro. En el siguiente afo (Vasil et al., 1984) obtuvieron callos
embriogénicos a partir de embriones inmaduros, en este trabajo se hizo referencia
a un callo friable y otro compacto, mismo que caracterizaron como callo
embriogénico. Asl en 1986, reportaron la regeneracién de plantas a partir de



callos friables y de cultivos en suspension, sin embargo el sistema no tuvo mucho
éxito.

A partir de 1984 surgieron mas grupos de investigacidn que reportaran
investigaciones acerca de las aptitudes del mafz bajo condiciones in vitro, los
trabajos sobresalientes al respecto son los presentados por Beckert y Qing (1984)
quienes realizaran experimentos con varios genotipas de maiz, con la finalidad de
evaluar su compartamiento bajo condiciones in vitro, ésto les permitid generar
lineas celulares con caracterfsticas muy particulares.

Torné et al. (1984) abtuvieron cultivos tolipatentes a partir de tejidos
atrofiados y lograron abtener plantas completas. Santos et al. (1984) presentaron
un método para la obtencidn de callo regenerable a partir de segmentos de
plantulas de malz. Lows ef al. (1985) obtuvieraon callos con dos aftos de edad, en
cuya superficie se encuentran embﬁones somdticos, mismas que regeneraron a
plantas completas, ademas plantearon la existencia de varios tipos de callo
embriogénico. Tomes (1985) indicd que el genotipo puede influir en la respuesta de
regeneracion y es en este reporte en el que realmente se hizo hincapié de manera
detallada acerca de la existencia de dos tipos de callo embriogénico para malz, el
que se llamd tipo I callo firme, generalmente compacto, de tamafio pequefio,
constitucion compleja, en ocasiones puede fener apariencia mucilaginosa y de
crecimiento muy lento. El ofro, llamado tipo Il es un tejido calioso friable, con los
embriones sométicos bien definidos en su superficie, son de mayar tamafio que los
callos tipo | y su crecimiento es rdpido.

Kamo ef al. (1985) reportaron que ademds de un incremento de sacarosa, el
medio N6 fue favrable para la obtencién de callo tipo i, de los cuales abtiene
plantas con un fenotipo normal, Armstong y Green (1985) obiuvieron callo
embriogénico tipo }, en este caso emplearon el medio N6 adicionado de L-prolina,
lo relevante fue que dicho compuesto incrementd la frecuencia de embricnes

- sométicos, ya que puede ser una fuente importante de nitrégeno y es mas efectivo
que la glutamina,
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Duncan et al (1985) reportan un trabajo bastante amplio en el cual
emplearon 202 genotipos, logrando regenerar plantas completas a partir de
embriones inmaduros de maiz e incrementan por medio de cruzas (hibridos) la
produccion de semillas. Con base en sus resultados concluyeron que existen
limitaciones genéticas que rigen el proceso de regeneracién en plantas. Este grupo
continud can sus investigaciones con la finalidad de determinar la influencia de la
L-prolina en el medio de cultivo, y observaron que dicho compuesto favorecié la
respuesta embriogénica, como ya habia sido reportado por Armstrong y Green
(1985) y también hace a que los cultivos sean tolerantes a bajas temperaturas.

Como se puede observar cada vez se abordaron mas aspeclos que puedan
modificar la respuesta de embriogénesis somatica, motivo por el cual surgen
grupos de frabajo que han tratado de buscar altérnativas para lograr la
regeneracion de plantas de maiz, cuyo punto final es mejorar la produccion de esta
especie.

Surgieron trabajos como el de Novak y colaboradores (1987), quienes
realizaron experimentos con lineas hibridas, abordaron el problema de la
variabilidad genética inducida por radiaciones gama. Close y Luderman (1987),
hicieron un estudio detallado del efecto de la asimilacién de auxinas y los niveles
altos de sacarosa, obtuvieron los mejores callos embriogénicos a concentraciones
bajas de auxinas y observaron la misma respuesta cuando emplearon ABA en el
medio de cultivo.

Kamo et al. (1987) fueron los primeros que reportaron |a formacién de callos
embriogénicos a partir de protoplastos de malz, empleando cultivos en suspensién,
los cuales establecieron a partir del callo tipo Il, obtenido de embriones inmaduros.
Rhodes et al. (1988) y Shillito (1989) reportaron la obtencién de plantas completas
a partir de protoplastos aislados de callos embriogénicos.

13



Wilkinson y Thompson (1987) analizaron la interaccién genotipo-medio de
cuitivo en la obtencién de callo regenerable, postularon que la respuesta bajo
condiciones in vitro es dependiente del genotipo por la variacién genémica que
representa,

Wang (1987) obtuvo de embriones somalicos a partir de embriones maduros
y la regeneracién de plantas adicionando Dicamba en el medio de cultivo.

Yong-Hwan y Janick (1991) reportaron que en presencia de ABA y prolina,
los cultivos de callos presentaron una mejor tolerancia a la desecacion, pero
ademds se incrementd el contenido de dcidos grasos en las células que forman
parte del embridn somatico.

Barloy y Beckert (1993) obluvieron embriones somaticos en callos originados
de anteras jovenes, indicando que su metodologia fue eficiente para maiz.

_ Permingeat et al. (1994') publicaron un protocolo en el que resaltaron la
importancia del contenido de aminoacidos y de giberelinas en el medio,
proponiendo que estos elementos fueron determinantes para la germinacion y la
regeneracion de plantas de malz.

Durante todo este periodo se ha tratado de optimizar la composicién de los
medios de cultivo, determinar las caracteristicas de! explante de! cual debe partirse
para establecer el cultivo in vitro y caracterizar la variabilidad de la respuesta
utilizando nuevos genotipos.

Hasta este momento se han logrado avances importantes que tratan de
explicar los procesos involucrados en el establecimiento, mantenimiento, expresién
de la totipotencialidad y la variabilidad de los cultivos de callos de maiz. Se
reconoce que no todos los genotipos son capaces de producir estrucluras
regenerativas y que segin sea la via de regeneracién (organogénesis Y
embriogénesis), los sistemas de cuitivo varian en sus requerimentos (Petalino y
Cowen, 1994). '
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11.1.2.- FACTORES IMPORTANTES PARA LA OBTENCION DE CULTIVOS REGENERANTES

Desde hace ya muchos afios se ha tralado de elucidar cuales son los
factores que determinan que un cultivo in vitro manifieste su potencial morfogénico
(organogénesis y/o embriogénesis). Actualmente existe ya un consenso en algunos
aspectos del cultivo in vitro de malz que se pueden resumir en la siguiente forma:

I.- El embrién inmaduro (de no mas de 2 semanas después de la polinizacién) es el
explante mds adecuado para el establecimiento de un cultivo de maiz bajo
condiciones in vitro.

Il.- E1 2,4-D, MCPP vy el Dicamba son las auxinas que mas favorecen la formacién
de tejido calloso.

Ill.- La disminucién de los niveles de auxina, o bien su eliminacién, contribuye a la
formacién de embriones sométicos y/o regeneracion de brotes.

V.- Los medios de cultivo utilizados son los propuestos por Murashige y Skoog,
(1962) y por Chu et a/. (1975), a los cuales se les hacen algunas modificaciones,
dependiendo del tipo de estudio que se quiera abordar.

V.- La sacarosa se emplea como fuente de carbono y osmorregulador,
manejandose concentraciones que van desde el 2 hastael 12 % .

V.- Para mejorar la fuente de nitrégeno, se han utilizado con éxito aminodcidos
como L-aspargina, L-prolina y L-glutamina.

Otras investigaciones (Sisler y Joung, 1984) han mostrado el efecto
inhibitorio del etileno; este compuesto es producto del metabolismo de las plantas.
Cuando se presenta en cantidades significativas actia como Inhibidor de la
proliferacién celular. Es hasta 1988 cuando Songstad y colaboradores reportan por
primera vez el efecto del etileno en la regeneracién de plantas, a partir de cultivos
celulares de maliz y se analiz6 el efecto antagonico que ejerce sobre este gas el
nitrato de plata y el norbornadieno. Duncan ef a/. (1985), reporta que un tratamiento
previo de los callos de malz con nitrato de plata permite la obtencién de altos



porcentajes de regeneracién. Mas tarde Vain et al. (1989 a), empleando también
nitrato de plata lograron regenerar plantas a partir de callo friable (tipo If), en este
mismo afio (Vain et al., 1989 b) realizaron trabajos utilizando compuestos que son
precursores tales como aminoethoxivinil-glicina (AVG), 1-aminociclopropano-1-
écido carboxilico (ACC) y ethephon e inhibidores como nitrato de plata (AgNO,) y
tiosulfato de plata (STS), para la sintesis de etileno, con la finalidad de evaluar su
importancia bajo condiciones in vitro. En 1990 se sugirié que en cultivos de maiz, el
nitrato de plata actia como antagonista del etileno y que promueve la formacién de
embriones somaticos y/o |a regeneracién de brotes. También se han estudiado los
efactos del ABA y GA, en combinacién con sacarosa, manitol y L-prolina en la
maduracion y en la inhibicién de la germinacién de embriones sométicos de malz
(Emons €t al., 1993). Asl como también se ha visto que un pretratamiento con DL-
alfa difluorometilornitina (DFMOQ), que es un inhibidor irreversible de la actividad de
ornitina descarboxilasa y mejora la respuesta regenerativa en cultivos celulares de
esta especie (Torné et al., 1993). En cullivos de Daucus carota se ha observado
que en presencia de cobaltoy niquel, ia produccién de etileno se inhibe (Roustan
et al., 1989). En presencia de nitrato de plata no disminuye su sintesis, pero s/ se
incrementa el porcentaje de regeneracion (Roustan et a/, 1990). Lo mismo se ha
observado en Brassica oleracea (Ockendon y Mc Cleanaghan, 1993), en
Asparagus officinalis (Edriss et al., 1994), en Rhanterium epapposum (Abo EI-Nil y
Al-Sabah, 1994), en Oryza sativa y Carica papaya (Adkins y Magdalita, 1994).

Asi entonces, el etileno actia inhibilendo la actvidad de la ornitina
descarboxilasa (ODC), arginina descarboxilasa (ADC) y S-adenosil-metionina
(SAM), por lo que no permite la sintesis de poliaminas; es aqui donde tiene el
nitrato de plata su accién de antagonista, es. decir, contrarresta los efectos del
etileno, pero no reduce su sintesis, lo mismo ocurre con el norbornadienc.

En trabajos realizados en nuestro laboratorio se ha visto que la presencia de
nitrato de plata no tiene efectos inhibitorios relevantes en los bultivos, as decir, no
afecta al crecimiento del callo, sélo incrementa la capacidad regenerativa del
mismo. Es por este motivo que se decidié seguir trabajando con dicho compuesto.
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1.1.3.- ASPECTOS BIOQUIMICOS GENERALES RELACIONADOS CON LA OCURRENCIA
DE EMBRIOGENESIS SOMATICA. :

La cualidad que tienen los tejidos vegetales para generar embriones
somaticos, esta controlada a nivel molecular por seflales especificas (Bhaskaran ef
al, 1988). Uno de los primeros estudios bioquimicos al aspecto, se realizé en
células embriogénicas de Daucus carofa, las cuales mostraron tener altas
concentraciones de proteinas, ARN y una gran actividad enzimética e incremento
del contenido de reticulo endoplasmico y de ribosomas hacia Ids &ngulos del plano
de division. Cabe mencionar que en etapas tempranas del proceso, no se
localizaron cuerpos lipidicos (Smith y Krikorian, 1989).

Los eventos moleculares involucrados entre la induccion de la competencia
celular embriogénica y la expresion morfolégica de dicha competencia son
desconocidos.

Varios marcadores protéicos para diferentes estadios de embriogénesis han
sido caracterizados, tales como la proteina EP2, que transfiere lipidos del
endbspormo al embridn (Sterk et al., 1991); proteinas intracelulares (Barrat y Clark,
1991), proteinas extracelulares, principalmente peroxidasas y endoglucanasas
(Robert et al., 1990), las proteinas écidas E37.5a y E37.5b, detectadas tinicamente
después de la induccién de embriogénesis y que permanecen durante todo el
proceso (Hilbert ef al., 1992). En alfalfa se han detectado proteinas de bajo peso
molecular llamadas 7S, 11S y 25, de las cuales la mas abundante es la 7S cuyo
mRNA se acumula durante las etapas tempranas de la embriogénesis. En Daucus
carota se caracterizaron polipéptidos especificos durante el estado de embrién
globular (Aleith y Richter, 1990). Existe una proteina de 50 KD que abunda en
estado temprano de embriogénesis (Choi et al., 1987); se determiné que es una
proteina Involucrada en la regulacion de genes especificos para la embriogénesis,
y por tanto, juega un papel importante para que la célula exprese su potencial



embriogénico (Vierling, 1991). Estos resultados fueron obtenidos en arroz, maiz,
trigo y cebada. Por ofra parte, se detectd en embriones soméaticos de cacao una
acumulacién de acidos grasos, cuya presencia y composicion podrian usarse como
marcadores apropiados para indicar el grado de diferenciacion de dichas
estructuras (Yong-Hwan y Janic,1991).

La caracterizacién y el andlisis funcional de proteinas u otros compueslos
que se sintetizan en correlacidn con los eventos del desarrolio (marcadores), puede
contribuir al esclarecimiento de los mecanismos que permiten que se originen los
embriones somaticos y su posterior desarrollo a planta completa.

En maiz, uno de los primeros reportes que abordan el aspecto biequimico de
este proceso es el de Everett ef al. (1985), quienes estudiaron las enzimas
involucradas en estados particulares del desarrolio tales como: la giutamato
deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y la beta glucosidasa. Proponiendo que
s6lo esta Ultima puede emplearse como marcador para distinguir a los cultivos
embriogénicos de ios no embriogénicos. Ademas, analizaron la composicion de los
polisacéridos secretados por las células, encontrando que tanto los callos como los
cultivos en suspension secretan mucilagos de polisacéridos importantes en la
composicion de la pared, y que este aspecto puede ser un marcador importante
parala identificacion de células embriogénicas.

En 1989, Moustafa y colaboradores propusieron que un marcador de la
respuesta morfogénica en malz, es la correlacidn que existe entre dicho proceso y
la capacidad de reducir el MnOs a MnO, por los callos de maiz, lo cual permite
emplear la reduccién del permanganato como indicador de la capacidad de
regeneracién. También se han esludiado patrones de isoenzimas de peroxidasa,
esterasa y malato deshidrogenasa. En callos embriogénicos se detectdé una
asociacién especifica del proceso con eslas isoenzimas (Rao et al., 1990), asi
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como un grupo de proteinas moduladas por ABA (glabinas), se incrementan
durante la embriogénesis en maiz.

En otras especies monacotileddneas coma arroz (Langridge ef al., 1991), se
ha visto que varios genes del cromosoma 1 tienen influencia en la respuesta de
embriogénesis, determinando la localizacién exacta de estos genes, por lo cual, se
sugiere que tanto el crecimiento como la diferenciacion, son pracesos que estan
influenciadas por la campasicién genética,

También es importante mencionar que en malz se han realizado estudios
mas complejos, tal es el caso de Gordon y colaboradores (1990), quienes lograran
la transformacién y regeneracidn de las primeras plantas transgénicas, las cuales
Hegaron a ser fértiles. Posteriormente las piantas transformadas y fértiles se han
obtienido por medio de la técnica de bombardeo de DNA,.la cual consiste en
introducir pequefas particulas de DNA en el interior de la célula para que sea
integrado @ su genoma y posteriormente se exprese (Vain ef al, 1993
Brettschneider of al.,1994),
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1l.2.- CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LA PARED CELULAR EN PLANTAS

La pared celular no funciona sélo como barrera fisiolégica, su funcién
principal es mecanica, es soporte de la célula y estructuras pluricelulares e impide
la ruptura de las membranas externas como resultado de las presiones
" hidrostaticas que se producen dentro de la célula, ademas tiene papel de defensa
contra organismos patégenos invasores.

Asl entonces, las paredes celulares de las plantas estan involucradas en
muchos aspectos bioldgicas, incluyendo su morfollea, crecimiento y su interaccién
con el medio ambiente durante el desarrollo, Bioldgicamente son de suma
importancia para las células, motivo por el cual en estos Ultimos afios han sido
objeto de intensos estudios.

La pared celular por conveniencia para su estudio, se divide en dos tipos:
primaria y secundaria. La pared celular primaria caracteristica de células jovenes o
pocodiferenciadas, algunas veces se convierte en secundaria después que ha
terminado su crecimiento. En plantas superiores, este tipo de pared tiene muchas
caracteristicas en comin y por tanto presenta una organizacién similar. La
celulosa, hemicelulosa, polisacéridos pécticos, proteinas estructurales y lignina,
han sido identificados coma los componentes mas abundantes, La lignina es el

. componente caracteristico de las paredes secundarias, las microfibrillas de
celulosa son parte muy importante de las paredes de plantas superiores, cuyas
moléculas se encuentran unidas por puentes de hidrégeno. En las paredes
primarias las microfibrillas de celuiosa se encuentran ordenadas en una matriz
cristalina rodeada por una regién no cristalina, que consiste en depésitos de
celulosa, polisacéridas no celuldsicos y glicbprotelnas (Cassab et al., 1985; Hood
ef al., 1988 y Engelen et al., 1991). Asi entonces se ha demostrado que las paredes
celulares de diferentes érganos de monocotiledéneas y dicotiledéneas contienen
proteinas estructurales.
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Ha quedado ya establecido, que las células con capacidad embriogénica se
generan a partir de células parenquimaticas, las cuales presentan divisiones
sucesivas caracteristicas que conllevan a la formacién de estructuras compactas y
pequeias hasta formar un embrién en estado globular (Van Engelen et al., 1992).
Durante todo este proceso se requiere de cambios a nivel estructural y bioquimicos
en la célula progenitora.

A través de estudios bioquimicos se ha sugerido que la pared primaria de
una gran cantidad de plantas cuenta con glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, ya
que mas del 30% de los residuos de aminoacidos de estas proteinas son
hidroxiprolina y constituye del 2 al 10 % de la pared celular. Lamport y Miller (1971)
Indicaron que la hidroxiprolina est4 presente en las paredes celulares de todos los
tejidos que representan a las plantas verdes, desde algas hasta angiospermas.

Las proteinas que cuentan con hidroxiprolina estan unidas covalentemente a

oligosacéridos de arabinosa a través de enlaces glucosidicos entre la arabinosa y
C4 de fa hidroxiprolina. Lamport (1965) sugirié que estas protelnas tienen un papel
estructural por actuar como “crosslinks” entre ios polisacdridos de la pared celular y
en virtud de los camblos que experimenta durante el crecimiento, las glicoproteinas
pueden tener un papel importante en su resistencia. Se sabe poco acerca de su
“sintesls o degradacion. La prolina es el precursor para la hidroxiprolina y fa
hidroxilacién de este péptido es catalizada por una enzima citopldsmica, las
enzimas responsables para la glicosilacién o la degradacién especifica de este
tipo de proteinas no se conocen.

Por ofra parte existen evidencias de que la composicién de la pared cambia
durante el crecimiento y desarrollo de las células de la planta. La biogénesis de la
pared celular incluye la formacion de los precursores de los polimeros, su
biosintesis, ensamblaje y su alteracion subsecuente de tal manera que tanto los
cambios en su resistencia, como en su composicién quimica estéan sincronizados
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con los eventos de crecimiento y desarrollo, de tal manera que las alteraciones
especificas de la pared celular forman parte del programa de control celular que
rige el desarrallo de la planta.

Sin embargo, desde el punto de vista estructural, los componentes de las
paredes celulares estan bien identificados y estudiados con detalle, pero a nivel
molecular no se tienen estudios muy precisos acerca de la regulacién de su
~ expresion. Esto se debe, en parte a la dificultad para su aislamiento, ya que en los
protocolos hasta hoy utilizados se requiere de agentes que de uno u otro modo
pueden afectar a los constituyentes de la pared.

Actualmente se conoce que en dicotiledéneas hay tres clases de genes que
codifican para tres tipos de proteinas en la pared celular. (1) extensina, que son
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina; (2) proteinas ricas en glicina; (3) proteinas
ricas en prolina o en hidroxiprolina. Realizando estudios de secuenclacion y
aislando clonas genomicas, se piensa que estas proteinas son codificadas por
pequeﬂas familias de genes.

Cassab ef al. (1985) identificaron en soya una glicoproteina rica en
hidroxiprolina, de peso molecular de 100,000 daltones; Hong et al. (1987) se
enfocaron a analizar y caracterizar la secuencia de un gen que codifica para una
proteina que podria ser de pared, ya que presenta caracteristicas peculiares tales
como: 1) es muy bdsica y tiene alto contenido de prolina, tirosina, lisina; 2) las
propiedades hidroféblcas son similares a otras pfoteinas de pared y 3) presenta
homologia en cuanto a la secuencia de residuos de aminodcidos. Mds tarde este
autor y su grupo (1989) estudiaron la regulacién de la expresién de la familia de
genes que codifican para proteinas ricas en prolina durante el desarrollo de la
soya; analizaron varios érganos de la planta, incluyendo hojas, tallos y ralces, tanto
de plantas etioladas como enverdecidas, asi como también en tejidos jovenes y
maduros de vaina, semilla y cotiledones. Sus datos sugieren que los genes que
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codifican para las proteinas ricas en prolina son regulados durante el desarrollo, ya
que su expresion es especifica del estadio y del tipo de érgano, ademés, esta
familia de genes es diferente de la que codifica para las proteinas ricas en
hidroxiprolina.

Kleis-San et al. (1990) en la misma especie, caracterizd una proteina de
pared celular rica en prolina, de 30 KD. Otros estudios se han enfocado al proceso
de hidroxilacién de la prolina durante el cracimiento de cultivos celulares de soya,
Con base en esto se postula que dichas proteinas tienen un papel importante en el
crecimiento celular de los cultivos embriogénicos de maiz (Ludevid et al,, 1990;
Ruiz-Avila et al., 1991),

En Phaseolus vulgaris, la acumulacién de glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina ocurre en respuesta a infecciones como mecanismo de defensa
(Showalter et al., 1985). En Cucurbita melo, identificaron dos familias diferentes de
glicoprotelnas ricas en hidroxiprolina, sugiriendo por su comportamiento, que se
trata de familias muy diferentes a las caracterizadas en otras especies (Mazau et
al., 1988).

En Daucus carola se localizd un tipo especifico de glicoproteina de pared
celular, a la cual llaman proteina extracelular, ésta sélo se encuentra en células
vacuoladas (no embriogénicas) y muestra heterogeneidad en sus pesos
moleculares, lo cual puede explicarse por la ocurrencia de modificaciones
postraduccionales (Engelen et al., 1991). ‘

Las monocotiledéneas, y en particular las gramineas, son pobres en

protelnas con hidroxiprolina, motivo por el cual sus glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina han sido poco estudiadas.
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Kieliszewski y Lamport (1987) purificaron y caracterizaron una glicoproteina
rica en hidroxiprolina de maiz, proponiendo que ésta puede ser una extensina.
Hood y su grupo (1988), reportaron un andlisis de la acumulacién de una
glicoproteina rica en hidroxiprolina durante el desarrollo del pericarpio. Esta es una
proteina basica de aproximadamente 65-70 KD, con un punto isoseléctrico de 10.2
y con densidad en cloruro de Cesio de 1.38 a 1.39. En cuanto a la composicién de
aminodcidos, es rica en hidroxipralina, treonina, prolina, lisina y glicina.

Otros estudios han permitido localizar glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
en las paredes celulares dé cultivos de maiz y acumulacién del mRNA, due codifica
para este tipo de proteinas en tejidos que se estén dividiendo constantemente,
tales como &pices de raiz. En callos embriogénicos y meristematicos se tuvieron
" resultados similares; sin embargo, el nivel de MRNA que codifica para este tipo de
proteina va decreciendo cuando las células se elongan, o bien cuando la divisién
frena y s promueve la diferenciacién. Esto podria indicar que durante la
elongacion celular, la proteina puede ser polimerizada a partir del precursor ya
sintetizado y depositada en la pared celular. Una vez que ha ocurrido ésto, los
cambios estructurales de la céluia son ya muy. pocos (Ludevid et al., 1990). Por
medio de un estudio de expresién de dicha proteina en las diferentes regiones del
embridn cigdtico, se determiné que los genes que codifican para esta proteina se
expresan en forma diferencial en los tejidos embriogénicos; lo cual sugiere la
existencia de un mecanismo que independientemente de la divisién celular,
controla la expresién de los genes que codifican para esta proteina ( Ruiz-Avila et
al., 1991). También en embriones inmaduros de maiz hay un gen que codifica para
una proteina rica en prolina y lo mismo se ha registrado en tejido de ovario y mis
especificamente en células de tejido no-vascular (Jbsé-Etanon etal., 1992).

Por otra parte se aislé una glicoproteina rica en hidroxiprolina que preserita

una gran cantidad .de histidinas, por lo cual se propone que es una "quimera” de
extensinas-arabinogalactanos, ya que presenta secuencias homélogas a éstas y
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los patrones de glicasilacidn son similares a los que se presentan en las extensinas
y los arabinogalactanos.

Recopilando toda una serie de trabajos al respecto, Li X-B y Lamport (1990)
sugirieron que las glicoproteinas ricas en prolina e hidroxlpralina y la proteinas
ricas en prolina, son miembras de una misma familia de proteinas. Sin embargo,
son pocos los trabajos que existen enfocados al estudio de los cambios que
ocurren en la pared celular durante la diferenciacién,

En los ultimos afos en monocotileddneas, se tiene idea de qué tan amplia es
esta drea de estudio. Por otra parte para trabajar con gramineas baje condiciones
in vitro, se debe tener en cuenta que existen limitantes (como su alto grado de
diferenciacidn celular) que hay que vencer para lograr cultivos celulares
adecuados, para hacer estudios bloquimicos a nivel molecular, que nos ayuden a
comprander de una manera mas clara qué es lo que esta ocurriendo cuando una
célula no espacializada, se diferencia de tal manera que es capaz de generar una
planta completa.

25



11.3.- ASPECTOS HISTOLOGICOS DE CULTIVOS EMBRIOGENICOS in vitro DE MAIZ.

Los primeros estudios a nivel histoldgico del praceso de embriogénesis
somatica se realizaron en zanahoria (Smith y Krikorian,1989), los cuales mostraron
que desde el punto de vista morfoldgico, las células superficlales presentan
uniformidad y ésto se debe a los siguientes aspectos: presencia de plasmodesmos,
mitocondrias ovales, cuerpaos multivesiculares en la periferia de las células que
guardan una relacién muy estrecha con los plasmodesmos. Las divisiones mitéticas
se presentan con mayor frecuencia en las células que forman la superficie con
respecto a las células internas las cuales se encuentran altamente vacuoladas.

Los embriones somaticos presentan diferenciacién, ya que se puede
apreciar claramente una epidermis bien definida cuyas células contienen
amiloplastos, al final de |a etapa globular, el embrién fue muy similar a un embrién
cigdtico tanto en su morfologla como en su anatomfa.

En monocotiledéneas como el maiz, se han realizado estudios histolégicos
de los cultivos in vitro, obtenidos tanto de embriones cigdticos maduros como
inmaduros. En un principio se penso que el callo se formaba por un crecimiento
aberrante de ralces (Cure y Mott, 1978), lo cual implicaba que no existia realmente
regeneracitn de estas estructuras sino mas bien, el resultado de la proliferacion de
un tejido que ya se encontraba presente.

En estudios posteriores (Springer y Gree, 1979) se propuso que el callo se
origina en la regién epitelial del tejido escutelar, ya que esta zona es altamente
meristematica, o bien, ocurre por la proliferacién de la zona de transicién, es decir,
la zona entre el escutelo el eje embrionario (Vasil et al., 1985). En el tejido calloso
se indica que existe una regionalizacion celular, de esta forma en la superficie se
localizaron zonas meristemdticas abundantes, motivo por el cual se propuso que de
ahi surjen los embriones somaticos, brotes y raices (Lu et al., 1982; Lowe et al.,
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1985; McClain y Hodges, 1986; Swedlund y Lucy, 1988; Pereddy y Petolino, 1990)
y que el resto del callo se encuentra formado por células parenquimatosas que
carecen de organizacién alguna (Sdnchez de Jiménez ef al, 1988; Smith y
Krikorian, 1989; Franz y Schel,1991) y de tejido vascular (Zhong ef al.,1992,
Dolézclové et al.,1992), siendo este Uitimo indicador de diferenciacion celular.

También se han realizado a este nivel estudios histoguimicos que indican
que desde etapas muy tempranas se acumulan reservas (almidén y lipidos) en las
células que forman a los embriones somalicos, y ésto ocurre con mas intensidad
cuando van madurando las estructuras (McCain y Hodges, 1986; Fransz y Schel,
1991; Andi ef al., 1993).

Dada la variabilidad de respuesta que presentan los cultivos in vitro de las
gramineas, no 98 posible hasta |a fecha,- establecer la secuencia del proceso de
diferenciacién y regeneracién requerida para que se forme un embrién somatico o
un brote a partir de callos de maiz (Vasil et al., 1985; Andi et a/., 1993; Anke ef
a/.,1993),
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.-HIPOTESIS

Dado los antecedentes que se tienen acerca del proceso de embriogénesis
somética de maiz bajo condiciones in vitro, se esperaria que una variedad
mexicana de maiz criollo también pueda mostrar capacidad embriogénica, si se
identifican la edad del explante y las condiciones adecuadas para inducir el cultivo
embriogénico y su posterior regeneracion a planta.

V.- OBJETIVO GENERAL

Inducir callos embriogénicos a partir de embriones maduros e inmaduros de
maiz criollo, estudiar el proceso embriogénico desde el punto de vista histolégico y
analizer la relacion prolinafhidroxiprolina de las proteinas de la pared celular de
callostanto normales (no morfogénicos) como embriogénicos.

28



IV.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Definir la metodologia adecuada para la obtencién de callos con caracteristicas
embriogénicas de un maiz criollo de la variedad Tuxpeio a partir de embriones
maduros e inmaduros.

2.- Determinar el nimero de plantas regeneradas por explante (embrién)

3.- Realizar un andlisis histolbgico de cada muestra para determinar los cambios a
nivel estructural en los callos durante el proceso de embriogénesis somatica.

4.- Establecer la metodologia para la obtencién de proteinas de pared de ejes
embrionarios y callos de malz.

8.- Adiestramiento en el manejo de material radiactivo, su adecuada aplicacién 'y
evaluacién en el material biolégico.

6.- Montar las metodologias para evaluar el contenido de prolina e hidroxiprolina en
las proteinas de pared.

7.- Aplicar pulsos de L-prolina-''C a cultivos de malz durante el proceso

embriogénico y cuantificar su incorporacién a protelnas de pared y su
transformacidn a hidroxiprolina.
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V.- MATERIALES Y METODOS

V.1.- OBTENCION DE MATERIAL BiOLOGICO

Tipos de explante:

a) Embriones inmaduros de maiz (Zea mays L.) de la variedad Tuxpeilo,
los cuales fueron abtenidos catorce dias después de la polinizacidn.

b) Embriones de mafz maduros de la misma variedad Tuxpefio, obtenidos
de grano maduro seco.

Los embriones maduros e inmaduros fueron proporcionados por CIMMYT, lo
cual permilié controlar mds variables en cuanto a su desarrollo,
Tanto los embriones jovenes como los maduros que se emplearon en este trabajo
se obtuvieron manualmente y estuvieron campletos, tal como se muestra en la
figura No. 1. En el caso de los embriones inmaduros, fueron separados
completamente del endospermo, ya que después de hacer el corte can el bistur! el
embrion se obtuvo con la espatula y se calocd en el medio de cultivo,

Los embriones maduros, una vez disectados de la semilla se limpiaron
perfectamente, es decir, se eliminaron los residuos de endospermo, el pericarpio y
el pedicélo. Asl el material quedd listo para someterse al tratamiento de
desinfeccion y posteriormente se sembrd.
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Escutelo

Coledptile Primers hoja
Segunds hojs
Apice coulinar
Primer nudo
Redicule
Cofla
Caleorrize

Restos del suspansof

Figura No. 1- Embrién maduro de malz (Zea mays L), explante del cual se orlgind

el tejido calloso EI embrién completo esta formado por el escutelo y
el eje embrionario, éste Ultimo se constituye del coledptilo, épice
caulinar, primer nudo, radicula, coloeorriza, cofia, primera y segunda

hoja
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V.2..-TRATAMIENTO DE DESINFECCION

Para los embriones inmaduros. Las mazorcas se cortaron en porciones de
5 cm de largo y en seguida se procedid a trabajar bajo condiciones asépticas, por
lo cual el material biolégico se calocd en un vaso de precipitados de un litro
{previamente esterilizado), se agregaron 500 ml de una solucién de hipoclorito de
sodio al 11% mas 4 gotas de Tween 20 y 6 gotas de microdyn. El vaso de
pecipitados con el material bioldgico en la solucién de hipoclorito se colocd sobre
una parrilla de agitacién y se dejé agitando durante 15 min; posteriormente se
decanté la solucién y se dieron cuatro enjuagues (de 3 minutos cada uno) con agua
desionizada estéril; durante todo el tiempo que fue posible el vaso se mantuvo
tapado con papel aluminio estéril. '

Una vez que se termind de enjuagar, las porciones de mazorca jovenes quedaron
listas para proceder a sembrar, por lo que cada trozo (uno cada vez) se colocd en
una caja Pelri estéril, para asi poder extraer los embriones inmaduros del interior
del grano de maiz y colocarlos de inmediato en el medio de cultivo.

En ol caso de los embrionss maduros. Una vez que estuvieron libres de
residuos de endospermo se aplicé el mismo procedimiento que se les did a los
trozos de mazorca y al final de los cuatro enjuagues se colocaron aproximadamente
100 embriones en una caja Petri estéril y se procedid a sembrar en el medio de
cultivo.
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V.3..8IEMBRA DE EMBRIONES

Ya desinfectado el material biolégico bajo condiciones estrictas de asepsia
se procedié a sembrar .

Embriones inmaduros. Las porciones de mazorca se colocaron en una caja
Petri de 9 cm de diametro, con ayuda de pinzas y bisturi estériles, se eliminé una
pequefia porcién en su parte superficial, se exirajo el embrién y se depositaron en
el medio de induccién del callo.

Embriones maduros. En este caso los embriones ya desinfectados se
sembraron en frascos Gerber con medio de cultivo.

Debido a que en previas investigaciones la formacién de callo resulté mds
favorable cuando el eje embrionario se encontrd en contacto con el medio de
cultivo (Radojevic, 1984; Armstrong y Grean,1985; Sanchez de Jimenez et al.,1988),
en este trabajo para ambos casos (embrién maduro e inmaduro) se colocaron
cuatro embriones sobre el medio de cultivo, de manera que el eje embrionario
quedd en contacto directo con el medio, ya que de no ser asi la formacién de callo
seria muy pobre. La incubacién se realizé en obscuridad constante a 26+ 2 °C
durante 3 semanas.
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V.4.- PREPARACION Y BALANCE HORMONAL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

Preparacién, Con |a finalidad de facilitar 1a preparacién de los medios de
cultivo se elaboraron soluciones madre de los diferentes compuestos que
constituyen al medio N6 (Chu ef al., 1975), tal como se indica en la tabla No. 1.

En la tabla No. 2, se presentan los medios de cultivo empleados en este trabajo,
los cuales tuvieron como base al medio de cultivo N6, dichos medios se
enumeraron con un subindice segln sus requerimientos de auxina, esta ciave
también nos indicé las cantidades de citocinina, sacarosa, prolina, hidrolizado de
caselna y nitrato de plata que se adicionaron a cada tipo de medio.

Para preparar un litro de medio de cultivo en un vaso de precipitados se
afladi6 una cantidad determinada de agua desionizada (volumen conocido), Ia cual
se mantuvo en agitacion constante con ayuda de una barra magnética y una pamilia
de agitacion; el mativo de ésto fue que la mezcla se mantuviera homogénea y evitar
precipitaciones al ir adicionando las soluciones madre .
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Las soluciones madre y los otros componentes se agregaron en el siguiente orden:

Solucién madre mi/|
1 100
210
3 10
4 1
Prolina  2.3¢/

Hidrolizado de caseina  0.2g/l -

Nota: Tanto los reguladores de crecimiento como |a sacarosa y el nitrato de
plata se emplearon en diferentes cantidades dependiendo del medio de cultivo que
se requirié utilizar (ver Tabla No. 2),

Por uitimo se ajustd el pH a 5.8, empleando soluciones de HCl o KOH en
una. concentracion 0.1 N, y se completdé el volumen en un matraz aforado de
500 ml.

Por otra parte, en un vaso de precipitados se colocaron 500 ml de agua
desionizada y se agregaron 2.5 g de phytagel (SIGMA), se calentd en agitacién
constante hasta que se disolvid6 por completo (sin permitir que hirviera),
posteriormente se mezcld con los otros 500 ml, en los que se encontraban los
constituyentes del medio de cultivo.

Dependiendo del medio de cultivo, fue el recipiente que se utilizd para
distribuirlo. Cuando se traté del medio para la induccién de callo, se emplearon
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frascos Gerber (7.5 cm de altura y 5.5 cm de didmetro) con 20 m| de medio de
cultivo. Cuando se preparé medio para mantenimiento y crecimiento del callo se
emplearon tubos de cultivo de 15 cm X 2 cm, en los que se distribuyé el medio en
alicuotas de 10 ml y se sellaron con papel aluminio. Finalmente cuando se traté del
medio de regeneracion, éste se colocd en frascos (15 cm X 5 cm), especiales para
regeneracién en cantidades de 25 ml y dichos frascos se sellaron con sus
respectivas tapas.

Balance hormonal de los medios de cultivo

I.- Medio para la induccién de callo. El medio N6 se adiciond de una
auxina sintética que es Dicamba en una concentracién de 2 ppm, 15 mg/l de
AgNO;, 2.3 g/l de L- prolina y 3% de sacarosa (todos de SIGMA).

2.- Medio de reslembra. En este caso se utilizd medio N6, el cual contenia
la mitad de auxina (1 ppm) y mantenia las concentracionés originales de prolina y
de hidrolizado de caselna, mas el agente que ayudé a que se presentara la
respuesta embriogénica en el callo (el AgNO,), en una concentracién de 15 mg/t y
sacarosa al 6%. Se probaron ademas dos concentraciones de kinetina: 0.01 y 0.05
mg/l (Sdnchez de Jiménez et al., 1981).

3.-Medlo de regeneracién. Este medio fue N6 sin reguladores de

crecimiento, ni AgNO,, pero si con sacarosa (2%), los demas constituyentes del
medio quedaron igual que en el medio basal.
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V.5.- PREPARACION DE LAS SOLUCIONES MADRE DEL MEDIO BASAL N6

Tabla No. 1 .Reactivos que constituyen al Medio basal N6 (Chu et al., 1975).

Compuesto Cantidad (g) Volumen (ml)
(NH4)2504 4.63

KNO3 28,33

CaClg+ 2Ho0 1.66

KH,PO4 40

MgSO4:7H0  0.93

MnSQO4+H20 0.597
ZnS04+7H20 0.150
HBO3 0.160
K 0.080

FeSO4:7TH0 2785
Na EDTA 3,725

Glicina 0.2

Ac. nicotinico 0.050
Tiamina-HCI
Piridoxina-HCl 0.1
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V.6.- MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS, (MEDIO BASE N6).

Tabla No. 2. Claves y requerimientos de los medios de cultivo utilizados,

tomando como base el medio N6,

Clave
Requerimientos .

Dicamba 2ppm 1ppm 1ppm ippm e
Kinetina —— 0.01 ppm 0.05 ppm 0.05 ppm nnamen ||
Sacarosa 3% 3% 6% 8% 2% “
AgNO3 0.015g/ coeemn 0.01591 ——enen anneeee
Prolina 2.3g1 2.3gh 2.3/ 2.3g1 2.3g/l

H. caseina 0.2g1

V.7.-RESIEMBRAS Y PARAMETROS A EVALUAR

Tres semanas después de la siembra se evalud el porcentaje de induccién
de callo, posteriormente se hizo la primera resiembra del callo primario. Para
determinar la cantidad de callo producida los tubos de cultivo, se pesaron antes y
después de colocar el callo. Dos semanas mas tarde se realizd una segunda
resiembra para incrementar la cantidad de material biolégico y al igual que la
resiembra anterior, los tubos de cultivo se pesaron antes y después de colocar ei
callo. Al final de la segunda resiembra los callos embriogénicos fueron
seleccionados de acuerdo con el criterio ya establecido por Tomes et al..(1985):
Callo tipo II: Sumamente friable, de crecimiento rapido y en cuya superficie se
forman:los embriones somaticos. Los callos selaccionados se pasaron a medio de
regeneracion, en e| cual perménecleron durante cuatro semanas,
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En todas las elapas de cultivo, se realizaron evaluaciones cualitativas para
definir la respuesta del callo en cada medio de cultivo. A estas evaluaciones se les
determiné “Pardmetros biolégicos', y son los siguientes:

1.- Presencia de raices, (sefialando cualitativamente con cruces en
‘orma creciente su abundancia)

2,- Textura del callo
3.- Consistencia del callo
4.- Coloracitn del callo
8.- Niimero de callos muertos
.- NGmero de plantulas regeneradas
A La evaluacién de estos parametros permitieron tener un panorama general
de las condiciones de los cultivos, lo cual fue sumamente importante para

determinar si se estaba o no presentando la respuesta morfogénica (embriogénesis
somdtica) de suma importancia para este trabajo.
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Parametros histolégicos

Asi mismo, se realizé un anélisis histologico de los cultivos de cada etapa
(induccién, mantenimiento y regeneracién), poniendo especial Iinterés en el
comportamiento de los callos en el medio de regeneracidn, es por ello que para
aste caso se tomaron muestras al tiempo cero y a los 6 y 10 dias después de haber
sido colocados en aeste medio. También se tomé en cuenta !a intensidad de las
zonas verdes de cada muesira, para separarlas y trabajarlas como muestras
independientes.

Como control inicial, se realizd el andlisis histologico de los embriones
maduros e inmaduros utilizados para la induccién del callo, con la finalidad de
describir las caracteristicas de los tejidos que dieron origen a los cultivos
embriogénicos.

V.7.1.-TECNICAS HISTOLOGICAS PARA MICROSCOPIO OPTICO (JOHANSEN, 1974).

A continuacion, se describe la técnica utilizada para obtener preparaciones
histoldgicas, las cuaies fueron observadas al microscopio 6ptico en los sistemas de
campo claro, campo abscuro y contraste de fases, en aumentos de 10X, 20X y 50X,

a) Fijacién

Las muesiras obtenidas de diferentas zonas de los callos, fueron colocadas en una
solucién fijadora FAA, durante 5 dlas. Dicha solucién se compone de:

Reactivo Volumen (ml/i)
Formaldehido 100
Acido acético glacial ' 50
Alcohol etilico al 96% 500
Agua corrlente 350
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Una vez fijado el material se procedié a deshidratarlo.
b) Deshidratacion e impregnacion en Paraplast

Después de los 5 dias de exposicién en la solucién fijadora, las muestras fueron
deshidratadas mediante su paso por una serie gradual de etanol a diferentes
concentraciones, como sigue:

Etanol 30% 30 minutos
50% 30 minutos
70% 30 minutos
85% __ 30 minutos
96% 30 minutos
100% - 30 minutos

La impregnacién del tejido en paraplast también se realizé de manera gradual,
como sigue:

Etanol absolulo-Xilol (1:1) 30 minutos
Paraplast-Xilo| 24 horas
Paraplast liquido a 56°C 24 horas

La mezcla de Paraplast-Xilol y el Paraplast liquido fueron mantenidas en estado
liquido dentro de una estufaa56 ¢+ 2°C.

¢) Inclusién de los tejidos

Para la inclusidn, se utilizé Paraplast de punto de fusién 54-56 °C. la cual fue
mantenida en astado liquido dentro de una estufa a 56 + 2 °C. Se utilizaron moldes

41



de cartulina de 2 X1.5 cm, en cada bloque de Paraplast se colocd sélo una muestra
de callo, observada a través del microscopio estereoscdpico y con ayuda de una
aguja de diseccién, se acomodé en la parte media del bloque y finalmente se dej6
enfriar durante 24 h y posteriormente se procedié a cortar.

d) Obtencién de cortes

Los cortes fueron de 9 um de grosor, empleando un microtomo de rotacion
marca American Optical . Los cortes se colocaron en un bailo de flotacién que
contenia gelatina (0.5 g/l) disuelta en agua corriente a una temperatura de 45 °c.
Una vez que el corte estaba bien extendido se colocé sobre el portaobjetos y por
Uitimo se dejo secar a temperatura ambiente.

o) Eliminacién de Paraplast

Para eliminar el Paraplast, los portachjetos que contenian los cortes se
colocaron en una estufa a 56 C durante 20 minutos, al término de los cuales se
introdujeron en xilol absoluto durante 10 minutos (con dos cambios de § minutos
cada uno). Para eliminar completamente los residuos de Paraplast, los cortes se
pasaron por una serie gradual de etanol como se indica a continuacién:

Etanol absoluto 3 minutos
96 % 3 minutos
85% _ 3minutos
70 % 3 minutos
50 % 3 minutos
30 % 3 minutos

“Agua corriente 3minutos
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f) Tincidn de los cortes

Para la tincidn se utilizé la técnica de Safranina-Verde rdpido, propuesta por
Johansen. (1974), tal como se presenta en la tabia No. 3.

Ya que los cortes se lavaron con agua corriente se colocaron en una solucién de
Safranina-Fenol durante 24 h, cuando concluyé este tiempo los cortes se
enjuagaron cuidadosamente con agua carriente y se hicieron pasar de nuevo por
una serie gradual de alcoholes y verde rapido de la siguiente forma:

Etanol 30 % 3 minutos

50 % 3 minutos

70 % 3 minutos

96 % 1.5 minutos
Verde-répio 40-60 segundos
96 % 1.5 minutos
Etanol absoluto 3 minutos

Xilol 5 minutos

Para concluir con la técnica los cortes se sacaron del xilol, eliminando
cuidadosamente los restos del mismo y se procedid al montaje de las
preparaciones con balsamo de Canada.

Las preparaciones se dejaron secar a 30 % 2°C. y una vez que $e Secaron,
quedaron listas para su analisis al microscopio dptico.
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Tabla No 3.Técnica de preparacion de colorantes Safranina-Verde rapido,
propuesta por Johansen. (1974).

l.-Safrmlnn-fenol

‘ £n 500 mi de agua corriente se disolvleron 0.5 g de safranina,
1 posteriormente se afladieron 130 g de sulfato de amonio y 0.1 g de fenol, una vez
1 disueltos estos reactivos, la solucion se afor6 a un litro con agua corriente.

2.-Verde rapido

Se pesaron 0.75 g de verde rapido y de disolvieron en 250 ml de etanol al 96
. Esta salucién se agitd durante 30 minutos y después sa filtré,

@
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V.7.2.TECNICAS BIOQUIMICAS

i) Marcaje radiactivo de material bioldgico (Perez et al., 1978).

Los isdtopos radiactivos utilizados en este trabajo fueron;

1.- Prolina, L+ “C ]-  Actividad especifica: 230.0 mCi/mmol
2.- Metionina, L-[ 3SS ]- Actividad especifica: 1175 mCi/mmol
Los isdtopos provinieron de New England Nuclear Co,

Procedimiento

Aproximadamente 10 g de material biclégico (callo) ya seleccionado se
colocé en un matraz Erlermeyer que contenia 15 ml de medio de cuitivo N6 liquido
(cuidando que el tejlido calloso se encontrara cubierto por el medio de cultivo), el
cual carecia de prolina o de hidrolizado de caseina, segun fue el isétopo con el
que se trabajd, es decir, L-prolina-"C o L-metionina-"S respectivamente.

A continuaclén en la campana de flujo laminar y bajo condiciones estrictas de
asepsia, se di6 un pulso radiactivo. Con unamicropipeta de 50ul se adicionaron 10
uCi de L-prolina-“C (290.0 mCifmmol) o 30 uCi de L-metionina- S (1175
mCi/mmol) al medio de cultivo. Ya que se dié el pulso, el matraz se sellé con papel
aluminlo, se Incubd en agitacion (100 rpm) y obscuridad constante a 26 £2°C 5h
para la L-.prolina-“C 0 14 h para la L-melionina-”s. Al final de este periodo se
dej6 sedimentar el material celular, se decanté el medio de cultivo, por Gltimo la
muestra se lavd con medio de cultivo nuevo (esto se realizé con la finalidad de
eliminar el exceso de marca), el cual se elimind decantando nuevamente.

La muestra ya lavada, qued? lista para procesarla y obtener proteinas de pared, o
blen se almacend a -70°C.

En lo que respecta a la radiactividad, fue sumamente importante tomar las debidas
precauciones para almacenar correctamente el materlal al igual que el manejo de
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los desechos. Ademdas de ésto, los espacios y materiales utilizados se lavaron
minuciosamente para evitar contaminacién (Amersham. Life Science, 1995).

i) Obtencién de proteinas de pared (Hood et al., 1988)

La muestra ya marcada se pulverizé en presencia de nitrégeno liquido hasta
que se observé un polvo blanco, posteriormente se adicionaron 8 mi de una
solucion de acetato de potasio al 0.1 %, tiosulfato de sodio 4 mM a pH 5. Se dejé
descongelar homogenizando muy bien la mezcla, ya descongelada se centrifugé a
2, 000 rpm (636 g, rotor Beckman JS-13.1) durante 10 minutos en una centrifuga
Beckman J2-21 M/E. Una vez centrifugada la muestra, se separé el sobrenadante
(A) del precipitado (B) y se procedid a trabajarlos por separado como se describe a
continuacion:

Sobrenadante (A)

Se centrifugé a 15,000 rpm (27,200 g, rotor Beckman JA-20) por 30 minutos,
se deseché el sedimento y al nuevo sobrenadante se le adicioné una décima parte
de! volumen total de TCA al 100%, se colocd a 4 °C durante toda la noche. Al dia
siguiente se centrifugé a 5,000 rpm (3,980 g, rotor JS-13.1 ) por 15 minutos.
Después de ésto, el sedimento se congelé a -70 °C . Se midi6 el volumen del
sobrenadante, del cual se tomaron 100 ul y se vertieron en 5 ml de liquido de Bray
para medir la radiactividad en el contador quuido'de centelleo. La radiactividad
medida se utilliz6 como valor de poza, para corregir e! valor de incorporacién del
isétopo en cada muestra. ‘

Precipitado (B)

E! precipitado protéico se lavé con 6 m! de Nonident P-40 (detergente no
iénico) al 0.5 %, se resuspendié con una espétula y se centrifugd a 2,000 rpm (636
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g, rotor JS-13.1) durante 10 minutos. El sobrenadante se elimind y el sedimento se
resuspendi6 en 10 ml de una solucion de tiosulfato de sodio 2 mM (frlo), se
centrifugd a 2,000 rpm (636 g, rotor JS-13.1) durante 10 minutos, ésto se repiti6é 6
veces. E| sedimento se resuspendi6 con 10 mi de cloruro de calcio 0.2 M, se dej6 a
4 °C durante toda la noche, Al siguiente dla la mezcla se centrifugd a 12,000 rpm
(17,400 g, rotor JA-20) por 15 minutos. E| sobrenadante se deposit6 en un matraz
Erlenmeyer de 250 m! y se adicionaron 5 volumenes mas de acetona. E| matraz se
sellé perfectamente y se colocd toda la nache a 4 °C, al siguiente dia se centrifugd
su contenido a 5,000 rpm (3,980 g, rotor JA-20) por 15 minutos. E! sobrenadante se
desech6 y el sedimento abtenido corresponde a las proteinas de pared, el cual se
resuspendié en el minimo de agua desionizada estéril en un tubo Eppendorf y se
congelé a-70 °C.

Todo el procedimiento se realizé manteniendo la muestra en frio y para proteger a
las proteinas a todas las soluciones empleadas se les adicion6 PMSF vy
Benzamidina que son inhibidores de proteasas; ambos reactivos fueron empleados
on una concentracién de 1 mM, ver tabla No. 4.

lii) Preparacion de eolucionea para obtener proteinae de pared ceiular

Solucién | Solucién Il
Acetato de potasio 0.1 % Tiosulfato de sodio 2mM
Tiosulfato de sodio 4mM
Ajustar apH 5
Solucidn Il Solucién IV
Nonident P-40 al 5 % Cloruro de calcio 0.2 M
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Tabla No. 4. Preparacién de soluciones madre de inhibidores de proteasas

1.- PMSF (Fluoruro de feniimetil sulfonilo) 100 mM

Se peso el reactivo y se disolvié en acetona para tener un stock de 100 mM.
De dicha solucién se tom6 1 ml y se adicioné a 99 ml de cualquiera de las
soluciones anteriores (| a IV), para tener una concentracion final del inhibidor de

Se pesd el reactivo y se disolvié en agua desionizada estéril. Para tenerlo a
funa concentracion final de 1mM y se procedid de igual forma que con el PMSF.

1lll) Determinacidn de la cantidad de proteina por espectrofotometria

Elaboracidn de la curva patrén

La cantidad de proteina para cada muestra se determind por el método de Bradford
(1976).

' Vol, de agua para Vol.de solucién
de aibumina pl) completar a800 W Bradford ()

0 800 200
70 200

200
200
200
200
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Preparaci6n de las celdas, para obtener los valores con los que se construyd la
curva patrén. Lo primero que se hizo fue preparar una solucién madre de albumina
a una concentracion de 1.25 mg/ml. Posteriormente se enumeraron las celdas del 1
a 6 y con micropipetas se adicionaron los pl de la solucién madre de albumina, que
corresponde a la concentracion conocida de dicha proteina. Se adicion6 el volumen
de agua correspondiente para completar un volumen de 800 ul y por Ultimo se
adiclonaron 200 ul de solucién Bradford para tener un volumen final en cada celda
de 1 mi. Para homogenizar el contenido de la celda se sellé con parafitm y se agitd
cuidadosamente. La celda. nimero 1 sirvié de blanco, por tanto se utilizé para
calibrar. Las lecturas se hicieron a 575 nm en un espectrofotémetro BECKMAN.
Cuando ya se tuvieron los valores de absorbancia se procedié a graficarlos contra
la concentracién de proteina en ug.

Preparacién de la muestra problema

En una celda se colocaron 10 ul de la muestra de prolelna; posteriormente
se adicionaron 790 pl de agua deslonizada estéril (para completar a 800 ul) y
finalmente se agregaron 200 ul de solucién Bradford. Con los valores de
absorbancia obtenidos se determind la concentracén en ug de proteina de cada
muestra. Los valores de absorbancia obtenidos deben caer dentro de la curva
patrdn, cuando no fue asl, se prepard nuevamente otra celda aumentando o
disminuyendo el volumen de la muestra segun fue el caso, hasta que se obtuvo un
valor adecuado. Esto Ultimo tuvo la finalidad de obtener valores mas precisos y
confiables acerca de la cuantificacion de proteina que se tenia en cada muestra.

Preparacion del reactivo de Bradford
Se disolvieron 100 mg de azul de Coomassie en 50 ml de etanol al 95 %. Se
afladié a esta solucién 100 ml de acido fosférico al 85 % (p/v), se diluyé la solucién

resultante a un volumen final de 1 litro. Las concentraciones finales de estos
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reactivos fueron: azul de Coomassie 0.01 % (p/v), etanol = 4.7 % (p/v), acido
fosférico = 0.5 % (p/v). La solucién final se hizo pasar a través de papel filtro
Whatman # 42 sin vacio.

liiii) Hidrélisis de proteinas de pared

Las proteinas se hidrolizaron de acuerdo al método reportado por Lucas y
Sotelo (1982), en la siguiente forma: una cantidad conocida de proteina se colocd
en tubos pyrex de 8 ml de capacidad y con tapa de rosca, se adicionaron 3 mi de
HCI 6N y las muestras se colocaron en nitrégeno liquido para congelarias, se
elimind el oxigeno con una corriente de N; y los tubos se colocaron a 120 °C
durante 4 h. El HCI se evapord en una estufa con vacio a 60 °C y la muestra se
resuspendié nuevamente en 1 ml de HCI, se repiti6 el proceso anterior. La muestra
- ya hidrolizada se resuspendid en 300 ul de agua desionizada estéril, se filtr6 en
papel filtro Whatman # 50 y con vacio. A la muestra ya filtrada se le ajust6 el pH a
6.8 y asi qued? lista para ser aplicada en la placa de cromatografia.

lilili) Cromatografia bidimensional en capa fina de celulosa (Smith, 1968)
Preparacién de las placas

Se utilizaron placas de celulosa Polygram Cell 300 UVa 54 (Machsrey -
Nagel, Germany). Originaimente la placa mide 20 X 20 cm. Para este caso se
cortaron en porciones de 10 X10 cm y se le hizo un margen de 1 cm de ancho,
definiendo al extremo inferior izquierdo como el sitio para aplicar la muestra. La
finalidad de marcar de esta forma la placa fue‘facilitar la determinacion del Rf de

_ los aminoécidos de interés: prolina y/o hidroxiproiina.
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Conimiento de la muestra

La muestra de proteina ya hidrolizada fue aplicada gota por gota, esperando
cada vez que la gota anterior se secara por completo. Una vez que se terminé de
aplicar la muestra, se corri6 el primer sistema en forma vertical ascendente (Smith,
1968). Los solventes para la primera dimensién fueron: piridina, acetona, hidréxido
de amonio y agua destilada (45:30:12.5:12.5) en este sistema se eluy6 una sola
vez y el eluyente se dejé llegar hasta la marca del margen. La placa se seco
durante dos horas a temperatura ambiente, ya seca se corrié el segundo sistema.
Los solventes para esta segunda dimensién fueron: isopropanol, dcido férmico y
agua destilada (80:10:10), es pertinente mencionar que en este sistema la elucién
se realizd dos veces, dejando secar la placa durante dos horas cada vez, esto con
la finalidad de obtener una mejor separacién de los amino4cidos.

El paso siguiente fue revelar la placa con una solucién reveladora
constituida por 2.5 g de ninhidrina, 0.05 g de isatina, 10 ml de 2,4-lutidina y 1000 mi
de acetona. La placa se revel6 con ayuda de uh aspersor mediante ej cual se
distribuyé el revelador por toda la placa, se dejé secar unos minutos y
posteriormente se pasd por una parrilla caliente (calor soportable por el tacto)
hasta que aparecieron las manchas de los diferentes aminodcidos que constituyen
a la proteina, '

En la placa revelada se determiné el valor del Rf de acuerdo a muestras

estdndar de estos aminodcidos. Para determinar los niveles de
prolina/hldroxiprolina, las manchas correspondientes en la placa fueron raspadas y
colocadas en 5 ml de liquido de Bray, agitando para disolver l]a muestra con ayuda
de un vortex. Se dejé reposar durante 24 horas y después se midi6 la radiactividad
cotrespondiente. ‘
Las cdmaras de cromatografia que se utilizaron en esta técnica tuvieron
dimensiones de 20 X 20 cm y la cantidad de eluyente empleado en cada corrida fue
de 30 ml. Antes de adicionar el eluyente a la c4mara se coloco en la base de ésta
una tira de papel filtro y después se colocé la placa.
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Determinacién del Rf

Rf distancia de la muestra
distancia del frente

Preparacién de los eluyentes para cromatografia

1.- Eluyente para el primer sistema (de caracter bésico)

Piridina 45 m|
Acetona 30 ml
Hidréxido de amonio __12.5 mi
Agua destilada 12.5ml

2.- Eluyente para el segundo sistema (de caracter écido)

Isopropanol 80 mi
Acido férmico 10ml
Agua destilada 10 mi

3.- Preparaci6n del revelador
Ninhidrina_______ 025¢g
Isatina ___0005¢
2,4-Lutidina 1.0 mi

Se afora con 100 ml de acetona

4.- Preparacién del liquido de Bray

2,5-difeniloxazol (PPO) 40g
Naftaleno 60.0g
Etilenglicol 20.0ml
Metanol 100.0 m!
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[2,2-pfenil bis (5-feniloxasol)] (POPOP) 02g

Se afora a 1000 ml con dioxano

iiiiiii) Electroforesis en gelss de poliacrilamida

El sistema de elecroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (Dodecil
sulfato de sodio) que se utilizd fue el propuesto por Laemmili et al. (1970). Para lo
cual se empled el equipo para electroforesis en placa (modelo SE-500) de Hoefer
Scientific Instruments.

Preparacién de los geles

Gel separador: 10.2 m! de solucion | (Acrilamida 30 % y Bisacrilamida 0.8
%) fueron mezclados con 11.8 ml de la solucién N (Tris-HC! {Tri (hidroximetil)
aminometanol] 0.75 M a pH 8.8, SDS 02 % y 10 ul de TEMED (N,N,N,N-
Tetrametiletilenodiamina), se desgasificaron por 2 minutos y se agregaron 100 pl
de persulfato de sodio al 20 %. La mezcla fue utilizada para formar 10 cm del gel
separador de poliacrilamida al 14 %.

Gel condensador: 2.6 mi de la solucidn |fueron mezclados con 5.5 mi de la
solucién I (Tris-HCl 025M apH 6.8 SDS 0.2 % ), 29 ml de agua y 10 pl de
TEMED. La mezcla se desgasifico por 2 minutos y se agregaron 100 ul de
persulfato de sodio al 20 % . Esta mezcla se utilizé para formar el gel que
contuviera la muestra de proteina (su concentracién 1u6 7 % de acrilamida).
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Condiciones de corrida

El buffer de corrida que se utilizé estaba compuesto de Tris-HCI 0.025 M a
pH 8.3, Glicina 0.192 M y SDS 0.1 %, Los geles fueron corridos a 50 miliamperes
por 6 h, el voltage se mantuvo constante y el enfriamiento se proporcioné mediante
un sistema de agua corriente.

Tincién y secado de ios geles

Al finalizar el tiempo de corrida, los geles fueron sacados de la cdmara y
claramente identificados. Se tiferon can una solucién de azul de Coomassie al 0,2
% en acido acético al 7 % y metanol al 50 %, durante toda la noche. Al siguiente
dia se destifieron con una soluclén de dcido acético al 7 % y metanol al 30 % por
24 h.

Los geles destefidos se colocaron en una solucién de glicerol al 2 % y
etanol al 35 % durante 30 minulos, después se pasaron a una solucion de
salicilato de sodio 1 M a pH 6, finalmente se pusieron sobre un papel filtro grueso y
se cubrieron con papel egapac. E| sacado se hizo al vacio durante 2 h a 60 °C en
un secador de geles (BIO RAD, modelo 224).

Autorradiografia
El gel seco fue expuesto a una placa fotogréfica (peliculas para radiografia

clinica Cronex de Accesolab) durante tres semanas a -70 °C, empleando
intensificadores (DUPONT). Finalmente la placa se reveld.
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VI-RESULTADOS

V1.4,- EFECTO DE LOS FITORREGULADORES EN LA INDUCCION DE CALLO A PARTIR
DE EMBRION MADURO E INMADURO DE MAIZ TUXPERO,

1)-- Induccién de callo a partir de embrién completo (maduro)

El medio de cultivo para la induccion de callo fue el N6, ya que en trabajos
anteriores en nuestro laboratorio resulté ser favorable para otros genotipos de
malz (Garcia et al, 1993). Este medio estd suplementado de 4 mg/l de MCPP
(auxina sintética), 3% de sacarosa. '

De los 1600 embriones completos que se sembraron, se obluvo una
cantidad total de 552.2 g de callo y un rendimiento de 0,345 g £ 0.1.
Posteriormente se probaron dos tlpos de explantes: en el primer grupo se
sembraron embriones completos y en el segundo ejes embrionarios (800 explantes
en cada caso). Obteniéndose que de los embriones completo 248 g de callo y un
rendimiento de 0.31 g £ 0.2 por embrién. En el caso de ejes embrionarios se
registré un total de 152.2 g de callo y 0.19 g + 0.08 de callo por explante. Los
resultados obtenidos de estos experimentos proporcionaron datos interesantes
como:

a) El medio de cultivo N6, result6 favorable en la induccién de callo para malz
Tuxperio. '
b) E! mejor explante para generar callo fue el embrién completo.

En ambos casos el callo fue de color blanquecino, textura granular, consistencia

friable, con regiones de crecimiento en la superficie. Poco desarrollo de plantulas y
casl no se presentaron raices.
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il).-induccién de callo a partir de tejido maduro (embrién completo y
eje embrionario) en presencia y ausencia de AgNO,

En trabajos realizados en CIMMYT (Bohorova, 1992), se propone que

el medio de cultivo N6, es el mas adecuado para la induccién de callo de malz;
destacando que la presencia del nitrato de plata es indispensable durante la
induccién tanto para que se forme el callo, como para que en los cultivos se
manifieste una respuesta morfogénica (brotes y/o embriones somaticos).
Tomando en cuenta los resultados reportados en estas investigaciones se indujo
callo empleando este sistema. Se emplearon dos tipos de explantes (embridn
completo y eje embrionario), 800 de cada uno. La siembra se realizé siguiendo dos
modalidades, por una parte el medio de cultivo carecié6 de AgNO, y por otra
adicionando dicho compuesto. El tiempo de induccién fue de 3 semanas y la
incubacion fue en obscuridad.

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

Con embrién completo y sin AgNO,, el rendimiento fue de 0,374 g de

callo por embridn (lotal: 299.2 g de callo) y para ejes embrionarios bajo estas
mismas condiciones, el rendimiento fue de 0.09 g de callo por eje (de un total de 72
g de calio). Cuando se indujo la formacién del tejido calloso en presencia de este
compuesto, en embrién completo se registré un rendimiento de 0.47 g de callo por
embridn (de 376 g de callo obtenido) y en eje fue de 0.16 g de callo por ejs (de 128
g de callo obtenido). '
Estos resultados indican que para embriones completos utilizando el medio de
cultivo N6,, adicionado de Dicamba y de AgNO, (Fig. No. 2A), se mejoré en un 27 %
la induccién de tejido calloso (comparando la respuesta que se obtuvo en los
protocolos anteriores).
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En general los cuatro grupos de este experimento presentan callo de color
blanquecino, textura granular, consistencia friable con regiones compactas en la
superficie y no se presentaron raices ni plantulas.

fii).<Induccién de cailo a partir de embriones inmaduros en presencia y
ausencia de AgNO,.

Debido a que el estado de desarrollo es un factor importante tanto para
el establecimiento del cultivo como para la induccién de morfogénesis (Vasil, 1982;
Komamine ,, 1990 y Bohorova ,1992), se utilizaron embriones inmaduros (con dos
semanas después de la polinizacién) para inducir callo, siguiendo el protocalo del
experimento anterior, sélo que en este caso Unicamente se trabajé con embridn
completo. '
Los resultados obtenidos, indican que en ausencia de AgNO, se obtiene un
rendimiento similar al grupo que mostré mejores resultados en el experimento
anterior (0.47 g de callo por embrién), ésto indica que manejar tejidos jovenes
también puede hacer que la respuesta de induccién de callo mejore. Por otra parte,
cuando se utilizd AgNO,, la formacion de callo fue bastante satisfactoria, ya que se
obtuvo un rendimiento de 0.60 g de callo por embrién.
Para ambos grupos las caracteristicas de los callos fueron similares; su coloracién
fue blanquecina, textura granular, consistencia compacta y carecieron de plantuias
y de raices. ' '
Las respuestas que se obtuvieron en estos experimentos se indican en la tabla No.
5, a continuacién , se procedid a probar diferentes protocolos para obtener callos
con caracteristicas embriogénicas.
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Cuadro No. 8. Induccién de callo a partir de embrién maduro (embrién completo y
eje embrionario) e inmaduro de Malz Tuxpeiio. En cada ensayo se
presentan tanto las cantidades totales de callo obtenido al final
del periodo de induccidn, asi como el rendimiento del explante
utilizado en cada caso.

Factores ' i il il
Explante (s) |Eje embrionarioy Eje embrionario y Embridn inmaduro
embridn completo embrién completo
maduro maduro -
Auxina - MCPP Dicamba Dicamba
Medios N64 . ING, N6;
Produccion - |Eje embrionario =152  [Sin AgNO3 Sin AgNO3 = 376
total de callo Eje embrionario = 72
eng Embridn completo = 5562 [Embrién completo = 299
Con AgNO3 Con AgNO3 = 480
Eje embrionario = 128
Embridn completo = 376
Rendimiento | Sin AgNO, Sin AgNO,= 0.47
en g de callo |Eje embrionario = 0.19 |Eje embrionario = 0.09
por explante Embrién completo =0.37
Embrién completo = 0.35 .
Con AgNO, Con AgNO;= 0.60
Eje embrionario = 0.16
Embrién completo = 0.47

58




Vi.2. OPTIMIZACION DEL SISTEMA PARA EMBRIOGENESIS SOMATICA.

VI.2.1. PRIMER EXPERIMENTO PARA LA OBTENCION DE CALLO EMBRIOGENICO A
PARTIR DE EMBRIONES MADUROS DE MAIZ,

Para la obtencién del material biolégico con caracteristicas embriogénicas,
se emplearon como explantes embriones maduros, de la misma forma en que se ha
venido trabajando en el laboratorio (Sdnchez y Albores, 1979; Sanchez, et al.,
1981; Sdnchez et al., 1983; Sanchez, et a/., 1988, Garcia ef al., 1993).

En nuestro sistema de cultivo, para este propésito se utilizdé AgNO; e
incrementos de sacarosa en el medio de cultivo, porque como se menciond
anteriormente estd reportado en trabajos anterlores (Fransz y Schel, 1991;
Komamine et al., 1990), que estos dos elementos estimulan la formacién de callos
embriogénicos y por lo tanto de embriones somaticos. Asi mismo se defini6 cual es
la etapa del cultivo mas adecuada para la adicién de estos dos compuestos.

Otros experimentos se realizaron con la finalidad de dar una respuesta
coﬁcreta a laincdgnita que se ha reportado respecto a la diferencia en la formacién
de callo si se emplea como explante inicial embrién completo o el eje embrionario.
Tomando en cuenta estos factores y las condiciones de cuitivo que se han definido
en trabajos anteriores, se presenta s continuacién el andlisis del proceso desde la
induccién del callo hasta su respuesla cuando se coloca en un medio de
regeneracion.

Los explanteé utilizados para la induccién de callo fueron: embrién completo
(eje embrionario junto con el escutelo) y eje embrionario. Cada tipo de explante se
colocd por separado en el medio de induccidn N6;, en presencia o ausencia de
AgNO;. El tiempo de induccién fue de 3 semanas. Posteriormente se hizo la
primera resiembra del callyo obtenido, empleando el medio N6;. Al final del periodo
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de incubacién (2 semanas) se realiz6 la segunda resiembra, en este caso los
cultivos obtenidos en presencia de AgNO, se resembraron en medio N6ya, mientras
que los callos que se obtuvieron en ausencia de AQNOy en medio N6,

En la tercera resiembra también se emplearon dos medios diferentes, ya
que en esta etapa del cultivo, el material se dividid en dos partes. una fue
. resembrada en el medio N6, (medio de mantenimiento) y otra se colocé en medio
N6 (sin fitorreguladores) para propiciar la regeneracién. Al final del tiempo de
incubacién se realizd la primera evaluacién de los cultivos (Tabla No. 6).
Posteriormente, todos los callos se colocaron en el medio N6, (lo cual corresponde
a la cuarta resiembra) y al finalizar las cuatro semanas de incubacién se evaluaron
por segunda vez (Tabla No. 7). Cabe mencionar que para cada tratamiento se
trabajé con 50 callos.

Los resultados cualitativos fueron los siguientes:
1.- Inducclén de callo

En todos los grupos la formacién de callo fue favorable, sin embargo, se
presentaron algunas caracteristicas particulares, esto es, el tamaflo de los callos
provenientes de embrién completo fue mayor (1.5 cm de didmetro) que los
provenientes de eje embrionario (0.5 cm de didmetro), la consistencia de los
cultivos en presencia de AgNO; fue mas compacta y de coloracién amarillo claro;'
en tanto que los cultivos que carecleron de dicho compuesto, se caracterizaron por
ser friables y de coloracion blanquecina, (Fig. 2C y 2D). También es importante
mencionar que en los cultivos no hubo de raices ni plantulas.



2.- Resiembras

Durante la primera resiembra los callos presentaron raices pequefias y las
caracteristicas de consistencia, friabilidad y coloracién que presentaron al final de
la induccidn se reafirmaron, En cuanto al crecimiento se observé que fue mejor en
los callos provenientes de embrién completo.

En la segunda resiembra, por una parte los callos que se indujeron en
presencia de AgNO; presentaron regiones compactas y blanquecinas en la
superficie, observandose estructuras nodulares, que por su apariencia podrian ser
embriones somaticos.

Por otro lado, los callos que se originaron en ausencia de AgNO, cambiaron su
coloracién de blanquecina a amarillenta, se observaron zonas viscosas, de las
cuales surgieron estructuras nodulares, que también podrfan ser embriones
somaticos.

En ambos casos las ralces fueron evidentes, pero no abundantes.

En las evaluaciones realizadas al final de |a tercera y cuarta resiembra, los cultivos
sa clasificaron de acuerdo a su trayectoria de cultivo, quedando de la siguiente
manera;

Grupo a: Provenientes de embrién completo, induccidn sin AgNO; y en la tercera
resiembra se colocaron en el medio N8,

Grupo b: Provenientes de embrién completo, induccién sin AGNO, y en la tercera
resiembra se colocaron en el medio N6, '

Grupo A: Provenientes de eje embrionario, induccién sin AgNO, y en la tercera
resiembra se colocaron en el medio N6,
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Grupd B: Provenientes de eje embrionario, induccién sin AgNOs y en la tercera
resiembra se colocaron en el medio N6,

Grupo a'. Provenientes de smbridn completo, induccion con AgNO; y en la
tercera resiembra se colocaron en el medio N8y,

Grupo b': Provenientes de embridn completo, induccién con AgNO; y en la
tercera resiembra se colocaron en el medio N8,.

Grupo A" Provenientes de eje embrionario, induccidn con AgNQ; y en la tercera
resiembra se colocaron en el medio N8, ‘

Grupo B Provenientes de sje embrionario, induccién con AgNO, y en la tercera
resiembra se colocaron en el medio N6,

3.- Evaluaciones:
Primera evaluacién de regeneracion

Se tomaron al azar 50 callos de cada grupoy al final de |a tercera resiembra,
los cultivos que se originaron de embrién completo presentaron raices abundantes
de diversos tamafos, mientras que en los obtenidos de eje embrionario casl no se
observaron dichas estructuras. Por olra parte, se registré un allo nimero de .
estructuras nodulares (170) y los primeros indicios de regeneracién (presencia de
zonas verdes) en los cultivos que se originaron de embrién completo en presencia
de AgNO; (grupo b'), le siguen los los cultivos que se originaron de ambos tipos de
explantes, pero sin AgNO, y que antes de ser colocados en el dedio de
reghéneracién, pasaron por- un medio adicionado de dicho compuesto y 6 % de
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sacarosa (grupos b y B), Los parametros cualitalivos que se evaluaron se
presentan en la tabla No. 6.

Segunda Evaluacidén

Al finalizar la cuarta resiembra se llev a cabo la segunda evaluacion. En este
caso, todo el material se encontraba en medio de regeneracion, por tal motivo se
evalué definiendo solamente el nUmero de brotes o bien de zonas verdes
(Tabla No. 7). Ademds se describieron las caracteristicas de los callos, que por
primera vez hablan sido colocados en medio de regeneracion, dichos cultivos se
describieron de la siguiente forma:

Grupo a: callo café claro, friable con zonas compactas, protuberancias muy
evidentes, raices pequefas (1-5 mm) y poco abundantes. Presencia de brotes. '

Grupo a': callo amarillo claro, textura gilnulur. consistencia friable/compacta,
abundantes protuberancias ya diferenciadas a raices, las cuales en algunos casos
fueron largas (1-10 cm), con pelos radicales y presentaron una coloracién roja.
Presencia de brotes.

Grupo A: callo de coloracion amarillo obscuro, textura granular, consistencia
friable y también existieron regiones donde fue compacta, las cuales fueron
blanquecinas. Proluberancias evidentes, raices y zonas verdes abundantes. En
este caso es la primera vez que los cultivos se colocaron en medio de
regeneracion.

Grupo A’ callo amarillo claro, con protuberancias abundantes que se localizan en
regiones compactas de color blanquecino, raices poco abundantes, en este caso
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cabe hacer notar que la consistencia fue friable/compacta, siendo muy marcada la

combinacidn. En este tratamiento fue donde se cbservaron con mas claridad los
brotes.

Los cultivos de los grupas b, B, B' y b, no presentaran regeneracion, sélo
en los dos primeros grupos se localizaron zonas enverdecidas (Tabla No, 6).

Por los resullados que se obluvieron en este experimenio y que se
presentan en las tablas 6 y 7, se pudo concluir lo siguiente:

1.- Empleando como explante inicial al embridn maduro, si es posible obtener
callos embriogénicos y regenerativos

2.- El AgNO, es un factor importante que favorece al proceso de regeneracidn,
siendo maydr su efecto cuando se emplea en etapas tempranas del cultivo (cultivos
del grupo A').

3.- La adicion de AgNO; y de concentraciones altas de sacarosa &l medio de
cultivo, tienen mejor accion (regeneracion y/o formacién de embriones somaticos) si
se aplican por separado, s decir, si en una resiembra se adiciona un compuasto y
en la siguiente el otro (cultivos de los grupos a', de !a tabla No. 7 y-b*, de la tabla
No. 6 ;notese la prodqccién de estructuras nodulares).

4.- Por las caracteristicas de los cultlivos que se colocaron por primera vez en
medio de regeneracién (@, @', Ay A’ ), y la respuesta de formacién de brotes y/o
zonas verdes, tal parece que el tejido debe racuperarse del choque asmético al

que fue sometido cuando se adiciond la sacarosa, para que finalmente se dé la
regeneracién.



Diagrama de flujo No.1.
Optimizacion de un sistema para embriogénesis somatica.
De maiz Tuxpefic maduro.

Explante: Embridn completo
Eje embrionario
1* Sistema 2° Sistema
Induccién N6, sin AgNO; N6, con AgNO;
de calio ’ ' ’ ‘
1* Resiembra N6, N6, N6, N6,
2* Resiembra N6,4 N6, N6.g N6,g
/| o\ /| P\ |

3* Resiembra N6, NE, NG; NG N6; N6, N6; Nb&,

@ @® a) ® @) () (A) (B)
12, Evaiuacion : Al término del periodo de incubacion
4* Resiembra NGy

REGENERACION

2*. Evaluacién Al finalizar las cuatro semanas de incubacion.
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Tabla No. 6.- Primera evaluacion de callos embriogénicos, obtenidos a partir de embriones
completos y ejes embrionarios de maiz tuxpefio.

GRUPO| No.DE | RAIZ | No TOTAL | TEXTURA | CONSISTEN- COLOR PRESENCIA
CALLOS DE CIA DE
EMBRIO- PROTUBE- ZONAS
GENICOS RANCIAS . VERDES

a 20 - 27 granular frnable café claro no

b 42 300¢ 90 granular | friable/compact { amarilio claro no
a

a 23 300¢ 39 granular friable café claro no

[ 45 0K 170 granular friable amarillo oscuro 8l

31 - 57 granuiar friable amarilio claro

8 30 00 80 granular |} friable/compact | amarillo oscuro si
a

A 19 x 23 granular | friable/compact café claro no
a

(-} 9 x 47 granular friable café oscuro no

&MuamsmcwMMo

X = muy pocas raices (1 - 8)

XX = pOCas raices. (S - 20)
xxx = muchas raices (més de 20)
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Tabla No. 7- Segunda evaluacion de callos embriogénicos para determinar la

respuesta de regeneracion.

GRUPO

A

B’

11




V2.2, SEGUNDO EXPERIMENTO PARA LA OBTENCION DE CALLO EMBRIOGENICO
A PARTIR DE EMBRION MADURO DE MAIZ,

Por los resultados obtenidos del primer experimento se consideré pertinente
realizar una repeticién con la finalidad de verificar el efecto del AgNO; en la
respuesta de regeneracion cuando éste se adiciona en una etapa temprana del
cultivo y evaluar el efecto de choque osmético provocado por incremento de
sacarosa en el medio.

La siembra de embriones se realizé en medio de inddccién N6;, sin AgNO,.
Al final de las tres semanas de incubacién se determind el rendimiento de
. formacién de callo.
Los cuitivos obtenidos se dividieron en la misma proporcién en dos grupos:

El primer grupo de callos que se colocd durante la primera resiembra en medio
N6, que se utiliza para e! mantenimiento de callo, posteriormente en la segunda
resiembra se empled el medio N6y, debido a que en este caso se adicionaron al
mismo tiempo el AgNO, y el incremento de sacarosa (ver tabla No. 2). Ya en ia
tercera resiembra los cultivos se dividieron nuevamente en dos grupos: el "a" que
se colocd en medio N6, y el "b" el cual pasé a medio de regeneracion N6,.

_Una vez que concluyeron los tiempos establecidos de incubacién (dos y cuatro

semanas respectivamente), se procedié a realizar la cuarta resiembra, en la cual
todos los cultivos se colocaron en medio N6y.

El segundo grupo de callo fue resembrado por primera vez en medio N6y, sélo
que en este caso se excluyd el incremento de la sacarosa, mas tarde en la
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segunda resiembra se utilizé el mismo medio que en la resiembra anterior, pero
ahora se elimind al AgNO; y sdlo se aumentd la cantidad de sacarosa en el madio
de cultivo. En la tercera resiembra se dividieron los cultivos (grupos “A” y “B") y se
resembraron de la misma forma que se hizo con el primer grupo.

Como se planted dasde el inicio, este experimento fue una repsticidn, motivo
por el cual en el presente texto no-se describen con detalle las caracteristicas de
los cultivos durante las resiembras, ya que éstos confirmaron los resultados del
experimento anterior. S6lo se realizaron evaluaciones en cuanto a la respuesta de
regeneracion y para ello se manejaron 50 callos por grupo.

Se obtuvo un total de 212.5 g de callo, con un rendimiento de aproximadamenle
0.15 g por embrién. Los callos obtenidos fueron en su mayoria friables, coloracién
blanquecina y de tipo granular, carecieron de raices y sélo en algunos casos se
desarroliaron plantulas pequefas. Los cullivos se evaluaron al final de la cuarta
resiembra Yy los resultados se presentan en la tabla No. 8.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el AgNQ; favorecié tanto la formacién de
estructuras nodulares que probablemente fueron embriones somdticos (es), como
la regeneracién. Ademas su efecto fue mayor cuando se ulilizé en etapas
tempranas del cuitivo, y separado del choque osmético que se dié al adicionar 6 %
de sacarosa al medio de cultivo (gfupo “A") y lal parece que debe ocurrir
recuperacion del tejido antes de que se generen los brotes.
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Diagrama de flujo No 2

Optimizacién del sistema para embriogénesis somatica

de maiz Tuxpefio maduro,
Explante: Embrién completo.

1* Resiembra

2* Resiembra

3°* Resiembra

4* Resiembra

N6, sin AgNO,3

{od

N6, N6a
(8810 con AGNOs)

@)

N61a N6;a (s6lo con 6%
sacarosa)

N6, N6, N6, NG
(@) - (b) AN (8

bLoLL

EVALUACION
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Tabla No. 8.- Evaluacidn de calfios embriogénicos, obtenidos a partir de embriones maduros de maiz Tuxperio.

PIMER GRUPO
TRATAMIEN-| No.DE CALLOS | RAIZ | No.DE PROTUBE-| TEXTURA CONSISTENCIA COLOR BROTES:
TO0S EMBRIOGENICOS RANCIAS ORGANO-
GENESIS
a 15/50 300¢ 107 (es) granular | friable/compacta | amarillo 10
OScuro
b 21/50 300¢ 53 (es) granular | friable/compacta | amarillo 11
claro
SEGUNDO GRUPO
TRATAMIEN- | No.DE CALLOS | RAIZ Na.DE TEXTURA | CONSISTENCIA | COLOR BROTES:
TOS EMBRIOGENICOS PROTUBE- ORGANO-
i RANCIAS GENESIS
A 14/50 0K 74 (es) granular | friable/compacta | amarillo 18
claro
8 17/50 300¢ 122 (es) granular | friable/compacta{ amarillo 14
claro

Se empilearon 50 calios para cada tratamiento
es = embriones somiticos
XX = pOCSS raices (S - 20).
xxx = muchas raices (mis de 20).




V1.2.2. OBTENCION DE CALLO EMBRIOGENICO A PARTIR DE EMBRIONES
INMADUROS DE MAIZ TUXPENO

Muchos autores reportan que es muy importante el estado fisioldgico de un
explante para el establecimiento bajo condiciones in vitro y més atn para la
obtencién de una respuesta morfogénica satisfactoria. En maiz para obtener dicha
respuesta sa deben utilizar embriones inmaduros (Ammirato, 1988; Fransz y Schel,
1991; Straub ef a/,, 1992) de no mas de tres semanas después de la polinizacién,

Por otra parte se ha indicado (Anke ef a/., 1993) que cuando un cultivo va
ha presentar una respuesta morfogénica, lo puede hacer desde las etapas
iniciales, y que mientras pasa el tiempo, es decir, a mayor nimero de
resiembras, el potencial morfogénico disminuye.

Por lo anterlor se planted un experimento en el que el explante fue embrién
inmaduro de catorce dias después de la polinizacion. Al igual que el embridn
maduro, en este caso se considerd la presencia o ausencia de AgNO, y el
incrmnto de sacarosa en el medio de cultivo.

Como se presenta en el diagrama de flujo No. 3, el explante se colocé en el medio
de induccidn N6;, el cual para un grupo se adiciond de AgNQ, y el otro grupo
carecié de aste compuesto. En la primera resiembra se utilizaron tres medios de
cultivo diferentes; N6, (medio para inducir callo), N6, (medio de resiembra) y N6y,
(medio de regeneracion).

Al finalizar la primera resiambra, los cultivos que se encantraban en el medio N6,
fueron evaluados para'deﬁnir si presentaban una respuesta inmediata de
regeneracion (Tablas 9y 10).
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Los cultivos que se encontraban en medio N6, pasaron al medio N6ya y los
que estaban en medio N6, se colocaron nuevamente en el medio de induccidn.,

Al término de las dos semanas de incubacidn, se realiz6 una primera
evaluacidn y se hizo la tercera resiembra, en la cual todos los cultivos se
colacaron en el medio de regeneracién.

La segunda evaluacién se realizé cuatro semanas después de este tltimo cambio
de medio, para determinar la respuesta morfogénica de los cultivos.

Para un mejor manejo de los diferentes tratamientos, los cultivos fueron
clasificados de la siguiente forma:

Grupo a: Induccitn sin AgNO, y transferido a los medios N6y — N61a — N6;.

Grupo b: Induccién sin AgNO, y transferido a los medios N6; — N6z — N6

Grupo ¢: Induccion sin AGNO, y transferido en la primera resiembra al medio
N6,.

Grupo A: Induccién con AgNO; y transferido a los medios N6, —» N6,g — N6q.
Grupo B: Induccion con AgNQ, y transferido a los medios N6; —»N6; — N6,

Grupo C: Induccidn con AgNO, y transferido durante la primera resiembra al
medio N6,.
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Diagrama de flujo No. 3
Optimizacion de un sistema para embriogénesis somatica.
de maiz Tuxpefio inmaduro.
Explante: Embrién inmaduro (14 dias después de la polinizacion)

1¥ Sistema 2° Sistema
Induccidn N6, sin AgNO; NE_ con AgNO;
| N VN N

1* Resiembra Nﬁ, NG, NGy N6&, NG, 157
(@) (b) (e A (B ©
{ | { |

2" Resiembra NG N6, N6:g N6,

1*. Evaluacién
oo by

3" Resiembra N6 N6E, N6, N6,

2%, Evaluacion Respuesta morfogénica
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
1.- Induccién de callo

Los callos se observaron después de la primera semana def culfivo. Cuando
se trabajé en ausencia de AgNO,, los cuitivas fueron de coloracién blanquecina,
consistencia friable, textura granular y tamafio pequefio (0.5 mm de didmetro); no
hubo necrasis, pigmentacion, ni ralces. En general ia calidad de callo fue buena.

Cuando se adicion6 AgNOQ;, los cultivas se caracterizaron por presentar una
coloracién amariiio claro, textura granular, pero a diferencia del grupo anterior fa
consistencia fue compacta y su tamafio también fue mayor (1 cm de didmetra), no
hubo necrasis ni tampoco ralces. Es pertinente mencionar que las caracteristicas
que presentaron estas grupos se aproximaron mds a las definidas por Tomes
(1985) para los callos embriogénicas tipo |, por lo que se eligié este material para
continuar con los experimentos.

2.- Primera resiembra

En la primera resiembra, los grupos a, b, Ay B (ver diagrama de flujo No. 3),
maniuvieron las caracteristicas mosiradas en la induccién, pero al final de las dos
semanas se observaron pequefias raices (1-3 mm) poco abundantes. El calio
presentd un buen crecimiento, por o que desde el punto de vista cuslitativo los
factores (kinetina, AgNO;, pralina, hidrolizado de caseina, sacarosa) que distinguen
a los medios NG, y N6; no tbvteron influencia en el crecimiento del cuitivo.
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3.- Resiembras subsecuentes

La primera y segunda evaluacion de los cultivos se realizé al concluir la
segunda y tercera resiembra respectivamente. Los resultados se muestran en la
tabla No. 9 para los cultivos del primer sistema (sin AGNG,), y en ia tabla No. 10
para los del segundo sistema ( con AgNO;).

Los grupos a y b, mostraron |a formacién de embriones somaticos (es), no
hubo regeneracion por organogénesis (Fig. No.2E), sélo se presentaron ralces {r).
En los cultivos del grupo ¢ (colocados en el medio de regeneracion durante la
primera resiembra) se obtuvo regeneracién, probablemente via organogénesis, de
plantas completas; las cuales fueron poco vigorosas y de crecimiento lento, El callo
que no regenerd se colocd por segunda ocasion en medio N6, y sélo se abservé la
formacion de ralces y pocos brotes (3) muy pequefios (3 mm), que no continuaron
su crecimiento..

Los resultados de los cultivos que se obtuvieron en presencia de AgNO,, se
presentan en la tabla No. 10.

En la primera evaluacién, |la formacidn de ralces fue bastante significativa en estos
callos.

Durante |la segunda evaluacion, en los grupos A y B se observd la formacion de
embriones somaticos (es). Ademas en el grupo A se presentaron raices largas (3 -
14 cm) y de color rojo y dos brotes que sdlo crecieron hasta 1 cm de longitud (Fig.
No. 2F). En el grupo B sdlo se observaron dos regiones de color verde, y no se
generaron brotes ni embriones somaticos.

La regeneracion, fue mas eficiente en el grupo C, ya que se obtuvieron
plantulas bien desarrolladas, vigorosas y de crecimiento répido (Fig. No. 2G). Al
igual que en el caso anterior la regeneracion pudo ser via organogénesls. Cuando
los callos que no iegeneraron se colocaron de nuevo en medio N6, no ocurri6
formacién de alguna estructura, lo cual, al igual que en el primer sistema, sugiere
la pérdida del potencial morfogénico del cultivo.
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Con base en estos resuitados se puede definir:

1.-El AgNO, es un factor que incrementa |arespuesta de regeneracion
(grupo C).

2.- El incremento de sacarosa también influye favorablemente para que se
manifieste la presencia de brotes (grupo A).

3.- Cuando se mantiene una concentracién elevada de Dicamba no se presenta
regeneracion (grupos by B)y lo mismo ocurre cuando el AGNO;, y el incremento
de sacarosa se aplican al mismo tiempo (a).

4.- Tal parece que el AgNO; ademds de ser importante para que se manifieste la
respuesta de regeneracion, también influye en la calidad de la misma, ya que si se
comparan las plantas regeneradas de 108 grupos ¢ y C es claro que la calidad de

respuesta en el grupo C es mejor.

8.- La adicién de sacarosa y AgNO,, debe ser en tiempos diferentes para que se
manifieste el proceso de regeneracion (grupo A), ya que cuando ambos factores se
adicionan al mismo tiempo (grupo @) al medio de cultivo no se presenla
regeneracion (grupo b).

§.- La falta de un choque osmético provocado por un incremento de sacarosa y la
presencia de concentraciones elevadas de Dicamba inhiben el proceso de

regeneracién (grupo B).
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Tabila No. 9.- Primera y segunda evaluacion de los cultivos obtenidos en ausencia de AgNO;.

Primera evaluacion, a ios 60 dias de cultivo a partir de la induccién

GRUPO | No.DE | RAIZ |No.DE PROTUBE- | TEXTURA| CONSISTENCIA | COLOR
CALLOS RANCIAS
a 42 00¢ 302 (n) granular friable amarillo
claro
b 40 00C 157 (esyr) granular compacta amarillo
claro
e | Regeneracion de 9 plantulas, lo cual equivale a un 56 % _de rendimiento. ]
Segunda evaluacién, a los 90 diss de cuitivo a partir de la induccién
GRUPO | No. DE | RAIZ | No.DE PROTUBE- | TEXTURA | CONSISTENCIA | cOLOR
CALLOS RANCIAS
a 28 200 180 (esyr) granular | friable/compacta | amarillo
claro
b 28 x 43 (esyr) granular | friable/compacta | amarilio
claro
[ ¢ [|se presentan raices y brotes muy pequefios. ]

X = muy pocas raices (1 - §).

XX = pocas raices (5 - 20).

xxx = muchas raices (mis de 20).
o8 = embrionss somiticos

r = raices



Tabla No.10.- Primera y segunda evaluacion de los cultivas obtenidos en presencia de AgNOs.

Primera evaluacion, a los 60 dias de cultivo a de la induccion
GRUPO | No.DE | RAIZ | No DE PROTUBE-| TEXTURA | CONSISTENCIA | COLOR
CALLOS RANCIAS
A 40 300( 60 (r) granular friable café
) claro
B 42 300C 17 {esyr) lisa friable café
claro
i ¢ 1 Regeneracion de 11 plantulas, lo cual equivale a un 69 % de rendimiento. 1
_Segunda evaluacién, a los 90 dias de cultivo a partir de la induccién
GRUPO | No.DE | RAIZ |No DE PROTUBE-| TEXTURA | CONSISTENCIA | COLOR
CALLOS RANCIAS
A 26 x 75(esyr) granular | friable/compacta café
claro
B 22 X 45(esyr) granular | friable/compacta café
claro
7 € Jno se observan raices ni brotes |
X = muy pocas raices (1 - §5).
XX = pocas raices (5 - 20).
oy RS xxx = muches raices (mis de 20).
5 = es = embriones somiticos
== = raices
f s
& TEe
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VL3, EXPERIMENTOS CON DIFERENTES FITORREGULADORES PARA INDUCIR LA
GERMINACION DE EMBRIONES SOMATICOS

Con la finalidad de astimular el desarrollo y germinacién de embriones
- sométicos, se considerd interesante probar el efacto de kinetina (0.05 mg/l), ABA
(0.5 uM) o GA, (0.5 mg/l), adicionado en el medio de cultivo a partir de la quinta
resiembra, tal como se muestra en ol diagrama de flujo No. 4. Para la realizacién de
este experimento s6lo se empled callo con caracteristicas embriogénicas obtenido
de embrién maduro de malz Tuxpeio. Estos cultivos presentaron estructuras
nodulares en la superficie, mismas que fueron catalogadas como embriones
somaticos.

Las evaluaciones se realizaron al final de la quinta resiembra, cuando los cultivos
tuvieron aproximadamente 130 dias de edad (a partir de la induccién de callo).
Posteriormente se realizé una sexta resiembra y al finalizar el tiempo de incubacién
requerido, los cultivos se evaluaron por segunda vez ( alos 160 dias de edad).

Las caracteristicas que pfesentaion los callos que contenian a los
embriones somaticos en.la superficie durante la primera y segunda evaluacién, se
encuentran en la tabla No. 11.

Como se observa, el control presenta un incremento en el nimero de
protuberancias, se aclara su coloracién amarillenta y se generan brotes. Sin
embargo, cuando se utiliza kinetina, ABA o GA, en el medio de cultivo, no hubo
cambios relevantes en la mayoria de los pardmetros evaluados y tampoco se
estimula la germinacidn, por tanto, la regeneracién no se presenta. En este caso,
s6lo se observé en las regiones donds se encontraban los embriones somaticos,
una coloracién verde muy tenue. Esto se pudo deber a que los fitorreguladores no
fueron adicionados en las concentraciones adecuadas o bien que la etapa de
cultivo que se manej6 (globular) no fue la mds converiiente para propiciar la
regeneracion.
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Diagrama de flujo No. 4
EXPERIMENTO CON DIFERENTES FITORREGULADORES
Induccién de la germinacién de embriones somaticos.

Maiz Tuxperio
Embrién maduro.

Induccién de callo
(21 dias)

1* Reslembra
(cada 15 dias)

4* Resiembra
+ (cada 15 dias)

5% Resiembra Medios de Regeneracién
(28 dias) ( medio base N6 )

1.- N8 sin Fitorreguladores

.- N6 mas Kinetina0.05mg/|
.- N6 mas ABAO.1 M

V.- N6 mas GA; 0.5 mg/

* Al final de esta resiembra se
reallzé la PRIMERA evaluacion
(a los 130 dias de cultivo).

6* Resiembra Mismos medios de
(28 dias) cultivo

" * Al final de esta resiembra se
realizé la SEGUNDA evaluacion
(alos 160 dias).
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Cuadro No. 11. Comportamiento de! cultivo embriogénico, durante la induccién de la germinacion y/o regeneracion de

embriones somaticos. :
1° Evaluacién a los 130 dias
Tratamiento | No. de |Raiz |No. de Textura |Consistencia |Color No. de Regeneracion (germina-~
calios protuberancias callos cion de embriones so-
necrosados | maticos)
Control 34 XX 97 Granular | Compacta Amarilio 0 Zonas de callo
oscuro enverdecidas bien
Kinetina 31 X 75 - - Amarillo 0 definidas
claro
ABA 28 X 74 - “ - 6 Zonas verdes muy
. tenues
GA3 31 X 83 - - - 3
2* Evaluacion a los 160 dias
Tratamiento | No. de |Raiz |No. de Textura |Consistencia | Color No. de Regeneracion (germina-
calios protuberancias calios cidn de embriones so-
necrosados | maticos)
Control 28 | XXX 377 Granular | Compacta Amarilio 6 4 brotes muy pequefios
claro
Kinetina 25 XX 33 “ - Amarillo 5] 2 zonas verdes
oscuro
ABA 22 X 23 “ “ Amarillo 6 1 zona verde
claro
GA3 28 X 19 - - “ 9 1 _zona verde
X = muy pocas raices (1-8)
XX = pocas raices (5-20)

xxx = muchas raices {mis de 20}
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Vi4. OBTENCION DE CALLOS EMBRIOGENICOS A PARTIR DE EMBRIONES MADUROS
EINMADUROS DE MAIZ TUXPENO. UTILIZANDO EL PROTOCOLO REPORTADO
POR BOHOROVA et al. (1998).

El material biol6gico utilizado en este experimento fue donado por
CIMMYT. Los embriones inmaduros se obtuvieron dos semanas después de la
polinizacién y los maduros de mazorcas secas de la Ultima josecha. Los expiantes
se esterilizaron y sembraron como lo indica la metodologia antes descrita. Para
cada caso se sembraron 50 embriones, durante |a induccién de callo se utilizo el
medio N6, en las resiembras el medio N6, (Tabla No. 2), hasta este momento, los
cultivos se mantuvieron en obscuridad constante., El medio de regeneracion fue el
MSR (Bohorova , 1994), que es el medio MS modificado, adicionado de 20 g/l de
sacarosa, 0.5 mg/l de 4cido indal-3 acético (AlA) y 1 mg/l de 6-benzilaminopurina
(6-BAP). Estos cultivos fueron incubados a 27 °C con un fotoperiodo de 16 hluzy 8
h obscuridad, ver diagrama de flujo No 5.

El porcentaje de regeneracion de plantas fue calculado basandose en el nimero de
callos que regeneraron, dividido entre el nimero de callos totales.

Los resultados obtenidos fueron los siguientes:
Embriones maduros

Durante la induccién el callo fue abundante, de color amarillo, textura
granular, consistencia friable y pocas raices.
Al finalizar la segunda resiembra, se observaron estructuras nodulares abundantes,
similares a las estructuras embrionarias. La consistencia fue friable con regiones
compactas en la superficie, textura granular y pocas raices cortas (Fig. No. 2C).
En el medio de regeneraciin los callos presentaron regiones de color verde y se
desarrollaron raices, después de un periodo prolongado de tiempo los cultivos
degeneraron y murieron.
Se observan pocas estructuras regenerativas a los 20 dias en el medio de
regeneracion, que no progresan para dar origen a plantas normales.
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Embriones inmaduros

En etapas muy tempranas de la induccién, se presentaron cambios en el
tejido escutelar y al final de las tres semanas se presentd el tejido calloso, que se
caracteriz6 por ser compacto, granular y de coloracién amarillenta.

Al finalizar las dos resiembras se obtuvo un callo embriogénico tipo | (compacto, de
crecimiento lento y textura granular), el cual al transferilo al medio de
regeneracién, se hizo evidente la formacién de embriones sométicos a ia primera
semana (formacién de estructuras nodulares en la superficie del callo) y la
regeneracidn de plantulas ocurri6 a los 20 dias de! cultivo (Figs No. 2F y 2G).

Las plantuias fueron transferidas a suelo y dos semanas después llevadas a
invernadero, para completar su desarrollo a planta madura y posteriormente a
campo para !a obtencion de semilla.

Los resultados obtenidos (Tabla No. 12), indican que los callos obtenidos de
embriones inmaduros de malz Tuxpeiio muestran una capacidad de regeneracion
de pléntulas reiativamente alta, su potenclal fue de 68.5 %. La capacidad de
- regeneracion se mantuvo durante los primeros seis subcultivos en el medio de
regeneracion.

Estos resultados superaron a los registrados en ios esquemas descritos
con anterioridad (Seccién VI.2.1 y V1.2.2), y fueron muy similares a los cultivos
btenidos en los grupos ¢ y C del protocolo propuesto en la seccién VI.2.3, en la
cual también se utilizan embriones inmaduros, sélo que en este Ultimo caso los
callos presentaron caracter(sticas embriogénicas desde las etapas tempranas de su
cultivo (Fig. No. 2F) y regeneraron plantas completas (Fig. No. 2G) que fueron
fértiles y produjeron semillas normales. Por tal mativo, éste fue el protocolo que se
utilizé para la obtencion de callo embriogénico.



Diagrama de flujo No. §
Obtencién de callo embriogénico de maiz Tuxpefio (CIMMYT)
Explantes: Embridn maduro
Embrién inmaduro

Induccién de callo N6, Dicamba_____ 2ppm
Sacarosa_____30¢g/
AgNO, 18 mg)
L-prolina 23gl
H.C 200 mg/l

1® Resiembra N6, Dicamba______1ppm
Kinetina 0.01 ppm
Sacarosa 30gi
L-prolina 23 gl
H.C. 200 mg/l

2* Resiembra N6, Mismo medio que en la 1* resiembra

REGENERACION
L 4
3* Resiembra MSR Sacarosa 209/
AIA 0.5 mg/l
6-BAP 1.0mg/
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Tabla No. 12. Regeneracion de plantulas de maiz Tuxpefio, en callos obtenidos
a partir de embridn inmaduro cultivados en medio N6,, el cual se

adicion6 de AlAy 6-BAP,
NO. TOTAL DE | NO- TOTAL DE % DE #DE % DE
EXPLANTES pLANT_ULAs REGENERACION | PLANTULAS/EMBRION | PLANTAS
@ ® FERTILES
{c)
50 158 685+ 19.09 3.16+2.49 80

Callo obtenido a las tres semanas en medio N6, y subcultivado dos ocasiones en
medio N6, y que finaimente fue transferido @ medio de regeneracion (N6,), la
evaluacién paraay b se realizd cinco semanas después.

El valor de a:

# de callos que regeneraron

X 100

# tqtal de callos

El valor de ¢:

# de plantas fétiles X

# total de plantas



VI, 8. ANALISIS HISTOLOGICO

Para que se manifieste el fenémeno de regeneracion se requiere de la
ocurrencia de cambios anatémicos y estructurales hasta la regeneracién de una
planta completa.

Estos cambios estdn ya descritos en dicolileddneas (Tisserat ef al., 1979), y '
en monocotiledéneas; principalmente en gramineas s$e sugiere que la
embriogénesis somética puede ser el principal camino (bajo condiciones in vitro)
para la regeneracion, ya que son de gran importancia para el hombre (Vasil, 1982,
Vasil y Vasil, 1983).

Se han realizado en los Gltimos afios estudios histologicos al respecto, sin
embargo en maiz, debido a las dificultades que implica establecer y mantener el
cultivo bajo condiciones in vitro, la descripcion histolégica de la formacién de
embriones somadticos es muy escasa. '

Se cuentan con algunos trabajos Importantes que indican que la
regeneracion ocurre a partir de callos descritos como embriogénicos (Mott y Cure,
1978; Ozias and Vasil, 1982). Al respecto Rhodes et al. (1982) indicaron que los
callos friables presentan un alto potencial embriogénico, ésto resultd interesante,
ya que la capacidad regenerativa la mantienen durante mas tiempo que los cultivos
de apariencia compacta (catalogados como embriogénicos del tipo |). Cabe
mencionar que los callos de malz friables (tipo Il) se utilizan basicamente para el
establecimiento de cultivos de células en suspensién y obtencién de protoplastos,
siendo en eslos sistemas donde se ha determinado su potencial morfogénico.

Por lo general, los estudios de tipo histolégico se hacen en callos compactos
(Wernicke et al,, 1982; Vasil, 1982; Lu et a/., 1982, 1983; Fransz y Schel, 1991),
pocos son los reportes de estudios al microscopio de callos friables (Vasil et al.,
1984, 1985; McClain y Hodges, 1986), debido a que son extremadamente suaves y
no resisten los tratamientos indicados por las técnicas histoldgicas.
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Los estudios que se han realizado en callos embriogénicos compactos para
definir la ontogenia de los embriones somaticos, no han logrado puntualizar con
claridad la ocurrencia del evento morfogénico.

El andlisis histolégico de los cultivos obtenidos, contribuye a comprender
mejor cuales son los cambios a nivel estructural en los cultivos celulares para
originar una planta completa.

En el presente {rabajo se realizé el analisis histoldgico tanto del tipo de
explante del cual se partié para la induccién de callo, asi como de los cultivos con
caracteristicas embriogénicas que se encontraron en medio de regeneracion.

I.- Histologia de los explantes utilizados para la induccion de callo.

A) Embrién maduro

Se encuentra constituido por células isodiamétricas, con citopiasma denso y
un nucleo evidente. Fueron observados tres tipos de meristemos, o8 cuales se
distinguieron perfectamente de las céiulas que forman el escutelo. En la regién
donde se localizd el meristemo apical se observaron los primordios foliares, le
siguen los meristemos laterales (parte media del embrién) y finalmente el
meristemo que dard origen a la raiz. Las células que forman al escutelo o cotiledén
son grandes, isodiamétricas, con ciloplasma muy denso, y nicleo grande y
evidente. Se presentaron inclusiones,

El coledptilo esta formado de células pequefias, de forma cubica, ordenadas
en hileras, citoplasma poco denso y nuicleo poco evidente.

" La plimula y los primordios foliares presentaron células pequefas,
alargadas, de nucleo pequefio y citopiasma poco denso. Cabe mencionar que en la
regién donde se localizd el meristemo radicular, tamblén se encuentra la caliptra
(cofia) formada por células muy alargadas; en ambos casos el citoplasma no es
denso y apenas se alcanza a identificar el ncleo.



B) Embridn inmaduro

Este tipo de explante presenta varios tejidos; en primer lugar se encuentra
una epidermis formada por una sola capa celular recubriendo al escutelo, también
se iocalizan grupos de células alargadas que bien pueden ser las primeras sefiales
de vascularizacién y ésto se origina de la regidn del nudo escutelar. Ademas se
aprecia la radicula diferenciada, la plimula y el suspensor. En la zona de la
radicula se encuentra el tejido que forma la caliptra el cual esta ya bien
diferenciado. '

La regién que forma al escuteio presenta elevada actividad mitdtica. En cuanto a la
zona de transicion, las céiulas que estan en la periferia presentan un citoplasma
muy denso con respecto a las que $e encuentran en el interior,

El andlisis de los explantes utilizados para la induccién de formacién de callo

se realiz6 con la finalidad de conocer las caracteristicas celulares del tejido, del
cual se inicié el cultivo bajo condiciones in vitro.

2.- Andlisls hlstoldglco de los callos embriogénicos de malz Tuxpefio,
El callo se observé seis dias después de la siembra de embriones (tanto

maduros como inmaduros) y surge de la parte media del embridn (Fig. 2A). Este
estudio se realiz6 en las muestras indicadas en la metodologla.

a) Cultivos obtenidos a partir de embrién Inmaduro.

Caracterizacién del callo primario (Induccidn)

Callos de color blanquecino y mdy friable, textura granular y de crecimiento rapido.
En estos callos se distinguieron dos tipos de células (Fig. 2F).

Células tipo 1: Se caraclerizaron por ser grandes, alargadas, con una gran
vacuola, nucleo pequefio y excéntrico, citoplasma poco denso y pared celular bien
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definida. Por lo cual se puede decir que presentd las caracteristicas tipicas de una
célula parenquimatica, dichas células se localizaron en la parte interna del callo.
Células tipo 2: Pequefias, citoplasma denso, poco vacuoladas, nucleo
relativamente grande y pared celular deigada. Dichas células se localizaron en el
interior del callo y por sus caracteristicas se determiné que son de tipo
meristematico.

Ademds, de estos dos tipos celulares, se observd abundante tejido vascular,
principaimente en la parte Interna del callo, el cual se encontré rodeando a células
tipo 1. En la regi6n superficial se presentaron células del tipo 2.

Todo este conjunto celular formé regiones bien organizadas, delimitadas por
una epidermis, lo cual indicé cierta diferenciacion y esto coincide con las
descripciones reportadas por Straub et al. (1992) en cultivos de Sparabolus
virginicus (graminea), 860 que en este caso fue en las zonas enverdecidas, donde
se identificaron dichas caracteristicas, por tal motivo en su estudio se hace
referencia @ una diferenciacion celular que conlleva @ una especializacién del
tejido.

En nuestro caso el callo carecio de pigmentacién, pero de acuerdo a las
observaciones realizadas, también se concluyé que hay una diferenciacion celular
(Figs. 3Ay 3B).

Caracterizacién dei callo con dos resismbras. (T=0)

Este tipo de callo presenté un cambio en su consistencia y textura, ya que
se hizo mas compacio y la apariencia granular fue mas firme; su coloracién cambié
de blanquecina @ amarillenta, las raices se observaron con mas frecuencia,
mientras se incrementaron las reslembras en el cultivo, Esto pudo haber
ocurrido debido a la concentracidn endégena de auxinas, es decir, como el medio
de cultivo en el que se realizé la resiembra (mantenimiento del callo) se adicioné de
dicho fitorregulador, hubo restos acumulados en el tejido (Green et al., 1985), lo
cual provoco que la presencia de ralices fuera cada vez mayor cuando se colocd
en un medio libre de auxinas. También se observaron regiones en la superficie del
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callo, que se distinguieron por ser blanquecinas y sumamente friables, esto hizo
pensar que posiblemente se trate de la proliferacién de las regidnes meristematicas
y por tanto a través de estas se did el crecimiento del callo. El cultivo presenté
todas las caracteristicas de un callo embriogénico tipo |, ya descrito para maiz
(Tomes, 1985; Songstad, et al., 1988).

A nivel histolégico se localizaron regiones de tejido calloso muy bien
organizadas, cuya parte central se constituyd de tejido meristeméatico del cual
surgen células parenquimaticas (Fig. 4A). También hubo regiones en el callo en las
cuales, el tejido vascular fue poco abundante y rodeado de células
parenquimaticas, mismas que dieron origen a centros meristeméticos (Fig. 48).

Las caracteristicas antes mencionadas son requisitos fundamentales (desde
el punto de vista histolégico) que debe presentar un callo para que se manifieste
una respuesta de tipo morfogénico.

Caracterizacion del calio con 8 dias de regeneracién (T=8)

Al transcurrir la primera semana en el medlo de regeneracidn, los callos
presentaron coloracién amarillenta y su consistencia fue mas compacta.

Histolégicamente se observaron zonas formadas por células de tipo
meristematico, delimitadas por tejido epidermico. Dichas zonas constituyeron a las
partes salientes del callo (Fig. 5A).

Por otra parte se localizaron zonas con abundante tejido vascular, células
parenquiméaticas muy laxas y no se localizé tejido meristematico (Fig. 58).

También se localizan regiones de células grandes de tipo parenquimtico,
colapsadas y no se observd ninglin patrdn de organizacién. En la periferia se
localizaron células con caracteristicas meristematicas ya organizadas y delimitadas
por una epidermis. Cabe mencionar que estas regiones carecen de tejido vascular
(Fig. 5C).
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Caracterizacién del callo con 10 dias en medio de regeneracién (T=10)

Los callos que permanecieron durante 10 dfas en el medio de regeneracion,
presentaron caracteristicas muy peculiares, ya que hubo regiones de consistencia
friable y coloracién café claro. También, se localizaron zonas blanquecinas de
textura granular y otras compactas que se distinguieron por tener coloracién verde.
Es pertinente mencionar que casi no se desarrallaron raices en el callo, en caso de
haber, éstas fueron muy pequefias,

Histolégicamente se localizd tejido vascular abundante cubierto por células
parenquimaticas (Fig. No. 6A). Por olra parte se observaron estructuras que bien
pueden ser embriones sométicos en etapa globular, similares a las reportadas
por Wareing y Graham, (1976) en callos obtenidos de anteras de Datura innoxia;
también Fransz y Schel, (1991), Straub ef al,, (1992) y Emons ef al., (1993) quienes
hacen referencia a dichas estructuras en cultivos de callos de maiz que fueron
colocados en medio de regeneracian, libre de fitorreguladores.

Los embriones somaticos tuvieron como base, tejido parenquimatoso Fig.
No. 6A) y varias capas de céluas meristematicas, entre las que se distinguié una
organizacion celular, lo cual constituyé la base del embridén somético (suspensor).
A continuacion se localiza la region correspondiente al polo radicular y ésto permite
determinar la polaridad de la estructura. En la parte media la poblacién celular fue
muy homogénea (siguid siendo de tipo meristematico), por Gltimo en la parte apical
se apreciod la formacién del cotiledon constituido por células de tipo meristematico
con una densidad celular mas alta que las otras dos regiones, lo cual indicé una
elevada actividad mitdtica y por tanto el crecimiento de la estructura. Cabe
mencionar que por todas las caracler(sticas antes mencionadas, los embriones
somaticos se encuentra en los primeros estadios de su-desarrollo,

Las regiones del callo compaclo se caracterizaron por presentar en la
periferia células organizadas formando una epidermis, el tamafio celular fue
variable. En general el nicleo fue muy pequefio y las células presentaron pocas
divisiones mitéticas (Figura 6B). Se presentan seilales de pigmentacion y abunda
ol tejido vascular en todo el callo, lo cual implica una especializacién celular
(Emons y Kieft, 1991). '
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b) Cultivos obtenidos a partir de embrién maduro.
Caracterizacién del callo primario (Induccién)

Este callo fue de color blanquecino, consistencia friable, textura granular y
carece de raices por completo (Fig. 2€). Histolégicamente presentaron
caracteristicas similares a las del callo obtenido de embrién inmaduro, sélo que en
este caso no se presentaron regiones organizadas.

Caracterizacion del callo con dos resiembras (T=0)

El material presentd una coloracién amarillenta, textura granular y
consistencia en su mayoria friable y s6io algunas regionus compactas, carecié de
ralces y en la superficie presentd protuberancias que por sus caracteristicas,
probablemente generen pequenas raices,

Histolégicamente, este callo presentd grupos de células meristematicas
rodeadas de células parenquimdticas (Fig. 7A). El tejido vascular fue poco
abundante y un aspecto importante de este callo fue que se observaron porciones
del explante original, en cuya superficie se localizan las células que formaran al
tejido calloso (Fig. 7¢€).

También se observaron regiones determinadas como embriogénicas, antes de
presentar |a primera divisién formar un embrién somético (Fig. 78).

Ceracterizacién del cailo con 10 dias en el medio de regeneracién (T=10)

_ En esta etapa, el callo presenté consistencia friable y la textura siguié siendo
granular, se observaron zonas de color verde claro en la superficie. Abundaron las
protuberancias blanquecinas o de color rojizo, que se catalogaron a través de
cortes histolégicos como raices muy pequefias,

El tejido vascular fue abundante y muchas veces se encontré embebido

entre las células perenquiméticas, también se observé la formacién de raices de
diversos tamafios, en las cuales la organizacién celular es muy marcada (Fig. 8A).
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No hubo formacién de embriones somaticos, mas bien el tejido se constituyd
de células parenquimaticas con cloroplastos an su interior, este tejido se delimitd
en algunas regiones por una epidermis (Fig. 8B).

Caracterizaclon del callo con 27 dias en medio de regeneracion.(T=27)

Este callo fue de coloracion café claro, con regiones enverdecidas, raices
abundantes de color blanco y rojizo, siendo astas Gltimas mas gruesas. Se
generaron brotes aberrantes. '

Histoldgicamente se observaron: células grandes parenquimaticas, con
inclusiones (probablemente amiloplastos y/o de naturaleza lipidica) y numerosos
espacios Intercelulares. En la mayoria de los casos hubo una epidermis bien
diferenciada (Figs. 9A y 9B).

La descripcién anterior permitié indicar que en este caso existe un alto
grado de diferenciacion celular, es decir, que aunque no hubo formacién de brote
y/o embridn somatico, las células con inclusiones pueden pertenecer a tejido
escutelar de un embrién somatico o bien que las células que presentaron plastos
correspondieron a brotes que nunca llegaron a ser avidentes a simple vista. Estos
resultados son similares a ias estructuras y tipos celulares obtenidos por
Bhaskaran et a/,, (1988); Fransz y Schal, (1991); Songstad et al., (1992) en maizy
por Andi et al., (1993), en cafa de azicar. Estos autores cainciden en que la
acumulacidn de raservas acurre en los embriones somaticos desde estadios muy
iempranos de desarrolio y posteriormente se incrementa considerablemente en la

regién escutelar, lo cual indica la presencia de estructuras con un alto nivel do
organizacion.



Figura No. 2. Cultivos in vitro de malz Tuxpefio. A y B) callo primario a parir de embrién completo y
eje embrionario respeclivamente (material maduro). C y D) callo embriogénico proveniente de
embrién completo y eje embrionario (material maduro), en presencla de AgNOQ,. E) callo
embriogénico obtenido de embridn inmaduro en ausencla de AgNO;. F) calio embriogénico oblenido
de embrién inmaduro en presencia de AgNOs. G) plantulas regeneradas en callos embriogénicos,
los cuales fueron obtenidas de embriones inmaduros en presencia de AgNO,.
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Figura No. JA y 3B. Caracterizacion histoldgica del callo primario, obtenido a partir
de embriones inmaduros, (estos cultivos se obtuvieron tres semanas después de
haber sembrado e! explante en medio N6). A) en el interior se observa tejido
vascular (Tv) abundante, del cual surge tejido parenquimatico (Tp). B) también se
observaron centros meristematicos (Cm) rodeados por una epidermis (Ep). Escala
2.8 um. Contraste de fases.



Figura. No. 4A y 4B. Cortes histolégicos de callo subcultivado durante dos
ocasiones en medio N6, Este material se caracterizé por presentar centros
meristematicos (Cm) de los cuales surge tejido parenquimdtico (Tp), el tejido
vascular (Tv) fus poco abundante. Notese |a organizacion que se presenta a partir
del tejido vascular, ya que ésta retine todas las caracteristicas para que ocurra la
formacién de un embrién somaético (B). Es decir, a partir de una zona formada por
tejido vascular y parenquimético, surgen centros meristematicos. Fig. 4A, escala
5.5 um; Fig. 4B, escala 1.1 um. Contraste de fases.
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Figura. No. 8A, 8B
que permanecieron
protuberancias de

delimitadas por una epidermis (Ep). B) también se
abundante tejido vascular (Tv) rodeado de _capas
intensamente. C) otras zonas del callo carecieron de
86 constituyeron de tejido parenquemético (Tp) delimi
Fig. 5A, escala 5.6 Hm; Fig. 5B, escala 6.5 um; Fig 5C,

localizaron regiones con
celulares que se tiferon
tejido vascular y Unicamente
tado por una epidermis (Ep),
escala 2.8 um. Conlraste de
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Figura. No. 8A y 8B. Cortes histol6gicos de callos embriogénicos provenientes de
embriones inmaduros, en este caso permanecieron diez dias en medio de
regeneracién. Cabe mencionar que se traté de material compacto. A) se
presentaron embriones somadticos (Es) tanto en etapa globular como en forma
alargada, es decir, mas desarrollados debido a que ya se presenta el cotiledén
(Co), el suspensor (S) y una epidermis bien diferenciada. B) también se localizaron
zonas de tejido vascular (Tv), combinado con tejido parenquimatico (Tp),
observandose en la periferia la presencia de células con plastos (Pl). Fig. 6A,
escala 8.2 um; Fig. 6B, escala 4.3 um. Contraste de fases.
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Figura No. 7A, 7B y 7C. Caracterizacién de los callos embriogénicos obtenidos a
partir de embriones maduros. A) se encontraron centros meristematicos (Cm)
rodeados de células parenquiméticas (Cp) tipicas de callo. B) también se
“observaron regiones celulares descritas como embriogénicas (Ce) y el tejido
vascular (Tv) fue poco abundante. C) porciones de tejido del explante original
(Teo). Figs. 7A. 7B y 7C, escala 2.6 pm. Contraste de fases.
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Figura No. 8A y 8B. Cultivos embriogénicos provenientes de embriones maduros y
que permanecieron durante diez dias en medio de regeneracion. No se localizaron
embriones somaticos. A) células tipicas de callo y raices pequefas. B) tejido
vascular (Tv) poco abundante y plastos (Pl), estas regiones de tejido estuvieron
delimitadas por una epidermis (Ep) y no se logrd apreciar la formacion de alguna
estructura. Fig. 8A, escala 4.3 um; Fig. 8B, escala 5.1 um. Contraste de fases.
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Figura No. 9Ay 9B. Tejido de 27 dias en medio de regeneracién. Este cultivo se
caracterizé por presentar células grandes, que contenian plastos (Pl) e inclusiones
(almidén o lipidos) abundantes. Estas regiones se delimitaron por una epidermis
(Ep). Fig. 9A, escala 1.2 um; Fig. 9B, 2.5 ym. Contraste de fases
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VL.6.- ANALISIS BIOQUIMICO DE LA PARED CELULAR

VI.6.1 - INFLUENCIA DE LAS AUXINAS EN EL. RECAMBIO DE PROLINA A HIDROXIPROLINA
EN PROTEINAS DE PARED DE MAIZ TUXPENO MADURO

a) En ejes embrionarios

Una de las preguntas que se planted en esta investigacion fue, saber cémo
influyen las auxinas en el recambio de prolina a hidroxoprolina en la pared celular
durante |la germinacién. En forma preliminar y por antecedentes que se tenian en el
laboratorio (Pérez et al., 1990 y Aguilar et al., 1992) se procedi6 a germinar 200
semillas de malz durante 48 h en presencia de auxinas (MCPP, Dicamba y AlA),
cuya concentracion fue 20 uM y en cantidades que habitualmente se utilizan
(MCPP 10 mg/l y Dicamba 2 mgl/l) en el laboratorio, para propiciar la induccién de
callo, posteﬁormenle se extrajeron los ejes embrionarios y se colocaron en 10 ml de
medio N6 para darles el pulso de prolina-C, como se indicé en Ia metodologia. La
cantidad de material utilizado se presenta en la tabla No. 13.
Posteriormente, se procedi6 a la extraccion de las proteinas de pared,
determinacién de la cantidad de proteina por espectrofotometria, utilizando el
método de Bradford y se corrié una eleciroforesis de las muestras. Por otra parte,
muestras de estas proteinas se hidrolizaron para la reaiizacién de la cromatografia
bidimensional.
Los resultados obtenidos con respecto a la cantidad de proteina y la incorporacion
de prolina-'*C se muestran en la tabla No. 14.
El valor més alto de incorporacién de prolina-"C se obtuvo en protelnas de pared
de ejes germinados con Dicamba, le siguen los tratamientos en los que se utilizé
MCPP, tanto en la concentracién habitual para la obtencidn del callo (46 uM), como
a concentraciones de 20 uM. E! AlA ocupa el ultimo lugar en lo que respecta a las
auxinas y le sigue el control (agua). El valor (408 cpm/mg de proteina) de
incorporacién que presentan los ejes secos se ulilizé como control de
contaminacidn, pues en ninglin momento se propicié la incorporacién en este
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materiél, ya que los embriones no germinaron. Cabe mencionar que este valor fue
sustraido de los valores obtenidos en las muestras problema. Los resultados
parecen indicar que las auxinas promueven el recambio de la pared celular, ya que
se encontré incorporacién del isdtopo en este material por arriba del control, siendo
la auxina mas eficiente el Dicamba. Ademas se observd que a mayor concentracién
de MCPP (46 uM) este estimulo se ve incrementado lo cual indica que la
concentracién optima para cada auxina es diferente. El hecho de que en los
tratamientos de AIA se registre una baja incorporacién de pralina-"C puede
deberse a que es, dentro dsl grupo de la auxinas, la mas débil (Tabla No. 14).

En cuanto a la conversion de prolina a hidroxiprolina, proceso que ocurre en las
proteinas una vez que se ha incorporado la prolina, se observa que en los
tratamientos con 20 uM de auxinas aumenta esta cn:versién por activacién del
paso de prolina a hidroxiprolina, en comparacion con la germinacién en agua, estos
resultados se pueden apreciar mejor en la tabla No. 15. Cuando no se utiliza la
auxina (caso control), la conversion ocurre en menor proporcién que cuando esta
presente cuélquiera de las auxinas. Lo cual indica que en general para esta parte
del experimento la velocldad de conversién de prolina a hidroxiprolina fue
estimulada por este tipo de fitorreguladores.

Por los resultados obtenidos se puede indicar que:

1.- Las auxinas durante la germinacién favorecen la incorporacién de prolina-'*C a
proteinas de pared celular, siendo mdas evidente cuando se ulilizan
concentraciones dptimas para cada auxina. Esto sugiere que la auxina estimula la
sintesis de proteinas de pared celular, ricas en prolina.

2.- Durante la germinacién se produce una gran cantidad de hidroxiprolina a
expensas de la prolina en las proteinas de pared.

3.- La auxina favorece el recambio de la prolina a hidroxiprolina en las proteinas de
pared celular.



Tabla No. 13. Material utilizado para evaluar la influencia de las auxinas en la
conversién de prolina a h|droxiprolina en ejes embrionarios de

malz Tuxpefio.
Muestra gramos de Tratamienlo
ejes
embrionario
)
1 7 MCCP (20 uM)
2 8 MCPP (20 uM)
3 7 AlA (20 uM)
4 5 AlA (20 pM)
5 10 agua (control)
6 7 8in germinar (seco)
7 1.5 - |MCPP (46 uM)
8 7 Dicamba (9 uM)

Semillas germinadas durante 48 h, bajo los diferentes tratamientos.
Pulso de 10 uCi durante 5 h en ejes embrionarios germinados
~ Prolina-14C, Actividad especifica: 230 mCi/mmol

105



Tabla No. 14. Resultados de la incorporacion de prolina-"c en las proteinas
de las paredes celulares de ejes germinados con diferentes

concentraciones de auxinas
Muestra | Tratamiento Concentracién | ug de proteina | cpm/img de
empleada por cada 100 | proteina
wl

8 Dicamba 9uM 600.0 48711
7 MCCP 46 UM 426.6 19,868
1 MCPP 20 uM 204.0 4,747
2 MCPP 20 uM 174.0 3,037
3 AlA 20 uM 282.0 2.430
4 AlA 20 uM 308.0 2,296
5 Agua - 587.0 1,106
8 eje seco - 129.0 ‘408

Los datos estdn ordenados en forma decreciente, tomando en cuenia el
valor de la incorporacién,

Como se menciond anteriormente, por trabajos realizados en el laboratorio
se decidié utilizar a los fitorreguladores en una concentracion de 20 uM y con fa
finalidad de comparar el tipo de respuesta se emplearon también concentraciones
con las cuales se obtiene callo embriogénico (Tabla No. 14). Estos resultados
muestran que el Dicamba es la auxina que mas favorece la incorporacion de
Prolina-'‘C en las paredes celulares, durante la germinacion de ejes. Esto apoya la
idea de que dicho fitorregulador puode ser un factor importante para que el cultivo
celular pueda llegar a manifestar su capacidad embriogénica.



Tabla No 18, Relacién de Prolina-Hidroxiprolina (P/H) en paredes celulares de
de ejes embrionarios maduros de maiz Tuxpefio.

No. de Tratamiento | Concentracién CPM Relacién PHH
Muestra empleada PH .

1 "~ | mceP 20 uM 2,997 / 16,656 0.18

2 MCPP 20uM 2,583 / 26,809 0,10

3 AlA 20 uM 5413/ 33,826 0.16

4 AlA 20 uM 1,958/ 13,226 0.15

5 Agua (control) | 8,096 / 26,568 0.30

Cuando se determind la relacién Prolina-Hidroxiprolina, se encontré que
durante la germinacidn de ejes embrionarios en presencia de 20 uM de auxinas
predominan los niveles de hidroxiprolina, A concentraciones de auxinas utilizadas
para Inducir callo (datos no mosirados), se observd que los niveles de
hidroxiproiina también son muy elevados (Tabla No. 15). En general se puede
inferir que la auxina de alguna forma, propicia la conversién de prolina a
hidroxiprolina y que éste es un factor muy importante para promover la elongacién y
la divialdn celular, siendo éste uno de los primeros eventos que deben manifestarse
para que junto con otros cambios, tanto bioquimicos como estructurales, el tejido
calloso adquiera una alta capacidad regenerativa.
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Figura No. 10. Protelnas totales de paredes celulares en ejes de embriones
maduros de mafz Tuxpefio germinados durante 48 h, a los cuales se
les di6 un pulso de prolina-'‘C y se incubaron durante 5 h.
A) electroforesis y Bjautorradiografia.

Canil  Muestra

1 oje seco

2 eje germinado en agua

3 ¢ja germinado en MCPP

4 ¢je germinado en Dicamba
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Al realizar |a electroforesis de proteinas de pared celular de estas muestras
(utilizando 100 g de proleiha total por carril), se obtuvo un gel que presenté un
patrén de proteinas totales de pared similar en todos los casos, sin embargo hay
algunas bandas que sobresalen en forma diferencial, es decir los patrones
presentan bandas similares, excepto que la intensidad con la que se tifien algunas
de ellas es diferente. Cuando se hizo la autorradiografia de estos geles (Fig. 10 B)
se revelaron bandas de proteinas marcadas s6lo en los tratamientos en los que se
adiciond alguna auxina (carril 3); esto indica que aunque el patrén de proteinas
totales de pared celular sea similar,el fitorregulador estimula en forma diferencial la
expresién de las proteinas que contienen prolina. Ademas debe notarse que el
tratamiento con Dicamba (carril 4), induce una mayor incorporacién que el de
MCPP (carril 3).

La banda con mayor incorporacion corresponde @ 28 KDa, otras bandas
marcadas fueron de 70, 52 y 26 KDa aproximadamente.

Con base en estos resultados se puede concluir que hay sintesis de novo de
proteinas de la pared celular estimulada por auxinas y en especial cabe hacer notar
que el Dicamba estimula mads dicha sintesis y esto es congruente con los
resultados que se presentan en la tabla No. 14.

Estos experimentos son preliminares, por consiguiente asumimos que el
método de extraccién es el adecuado y esta bien realizado (ya que el patrén
elactroforético es constante en las tres repeticiones realizadas, lo que indica las
buenas condiciones de la muestra), por tanto es confiable para la obtencién de
proteinas de pared celular en trabajos posteriores.
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b) En cultivo de callos embriogénicos provenientes de embriones maduros
de maiz tuxpeflo,

Las muestras utilizadas en este experimento se presentan en la tabla No.16.
Eil callo que se encontr6 al final de la segunda resiembra se describe como “en
presencia de Dicamba” y en medio N6,. El ofro tipo de muestra es material que ya
ha rebasado !as dos resiembras y que finalmente estuvo en medio de regeneracion
(N6g), que fue el momento en que se tomd la muestra y en el cuadro antes
mencionado se marca sin auxina.

Resultados obtenidos: _

Se encontré que fa incorporacion de prolina-"*C se favorecié en presencia de
Dicamba y esto ocurrid independientemente de !a adicion al medio de cultivo de
AgNO;s durante la induccién de callo, Lo anterior implica que este compuesto no
influys en el proceso de Incorporacion. En el caso de las muestras que ya no
estaban en presencia de auxina, los niveles de incorporacién fueron mds bajos
(Tabla No. 17).

Estos resultados coincidieron en cierta forma con fo que se obtuvé en el
experimento anterior (en ejes embrionarios), lo cual permitié conciuir que las
auxinas y de ellas principalmente Dicamba, facilité ia incorporacién de prolina-"*C a
las proteinas de pared celular por estimular la sintesis de proteinas en general, o
de pared en particular, '
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Tabla No. 18. Material utilizado para evaluar la transformacion de prolina a
hidroxiprolina en cultivos de callos embriogénicos de malz

Tuxpedo..
Muestra | Cantidad (g) | Auxina Etapa de cultivo
- {1 mg/t)
1 -5 Dicamba Callo de embridn, sin AQNO3 en N64
2 8 Dicamba Callo de embrién, con AGNO4 en N64
3 4 sin auxina | Callo de embrion, sin AgNO, en N6y
4 13 sin auxina _ | Callo de embrién con AgNO; en N6g

Las muestras 1 y 2 fueron evaluadas a los 45 dias de cultivo y las muestras 3 y 4
fueron evaluadas a los 60 dias de cultivo.

Tabla No. 17. Resultaﬁos de la cantidad de proteina y laincorporacion de
Prolina- 'C en las paredes celulares de cultivos embriogénicos
provenientes de embriones maduros de maiz Tuxpefio.

Muestra Auxina (mg/l) | ug de proteina por cpmimg
cada 100 pl de de proteina
muestra

1 Dicamba 3.0 57,959.8
2 Dicamba 23.1 46,011.9
3 sin auxina 210 7,469.9
4 8in auxina 33.6 7,029.8
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Figura No.11, Proteinas totales de paredes celulares de callo embriogénico
proveniente de malz Tuxpefio maduro. En todos los tratamientos se

empled Dicamba (1 mg/l)
Carril Muestra
1 cailo proveniente de eje sin AgNO;-

caiio proveniente de embrién completo sin AgNO,
cailo proveniente de embrién completo con AgNO;
cailo primario
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Cuando se realiz6 el estudio electroforético de las muestras de callo
embriogénico, se observd que el patrén de proteinas totales fue muy similar en
todos los casos. En el carril nimero 2 (cultivos provenientes de embrién completo y
sin AgNQ,) las bandas se tifieron con mayor intensidad y son mas abundantes con
respecto a las del carril nimero 1 (cultivos que se originaron de eje embrionario y
sin AgNO,), lo cual puede deberse al tipo de explante utilizado para la obtencién de
callo embriogénico. En cuanto a los carriles 2 y 3, se puede definir que no hay una
diferencia significativa en cuanto al contenido de bandas por efecto de la presencia
o ausencia del AgNO,, esto indica que dicho factor no interviene en la sintesis
proteica durante la adquisicidn de la capacidad embriogénica de los cultivos
celulares de maliz. Finalmente al comparar los carriles 3 y 4 (cabe mencionar que
la muestra que se utilizé en el carril 4 fue callo primario), se nota claramente que va
ocurriendo una tranformacién en cuanto a la composicién proteica de la pared
celular, ya que tanto la cantidad como la intensidad de las bandas fue mayor en los
cultivos que han sido tratados con auxinas para hacerios embriogénicos (carril 3),
con respecto al control (carril 4).

Tamblén en este caso se determinaron las masas moleculares de |as bandas
mas sobresalientes en los cuatro tratamientos, ios cuales fueron; 77, 30 y 27 KDa,

Por otra parte, los cultivos que en esta seccidn se marcan sin auxina es
porque se enconiraban en medio de regeneraclén, lo cual indica que ya han
pasado por el medio de induccién y rasiembras (N6,-»N6—N6y), es decir, se han
procesado para hacerlos embriogénicos. Aunque el gel no se presente, se observd
un patron similar de proteinas, al de los callos de segunda resiembra.
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V1.6.2. EVALUACION DE LOS NIVELES DE PROLINA-HIDROXIPROLINA EN CULTIVOS in
vitro DE MAIZ PROVENIENTES DE EMBRIONES MADUROS E INMADUROS .

Para los callos provenientes de embrién maduro sélo se tomé muestra del
material a partir del cual se inicié la etapa de regeneracion (T=0)y a los 10 dias de
mantener el cultivo en ese proceso (T=10), ya que las caracteristicas morfoldgicas
que presentaron no fueron determinantes para que se presentara un proceso
morfogénico (descritas en la parte histolégica), por tanto no se considerd
importante muestrear a otros tiempos de esta etapa de cultivo.

En los cultivos que se originaron de embrién inmaduro, dada la relevancia de
sus caracteristicas embriogénicas, se tomaron muestras alos 0, 6, 10y 21 dias
de haber permanecido en el medio de regeneracion (T, = 0, Ts = 6, Tyg = 10, Ty
=21 respectivamente), todas las muestras de material antes mencionadas fueron
también procesadas para la realizacion del andlisis histolégico (figs. 3 - 6).

En la tabla No. 18, se muestra |a cantidad y tipo de material (nGmero de dias
en el medio de regeneracién), en el que se realizé el estudio, la cantidad de
proteina y los valores de la incorporacién de la prolina-"C en las proteinas de
pared durante el tiempo de marca. Los resultados obtenidos indican que en callos
provenientes de embrién maduro los valores de incorporacion fueron muy altos,
principalmente en el tiempo T = 0, esto se traduce en una sintesis activa de
proteinas ricas en prolina que conforman la pared celular; este material .proven(a de
un medio adicionado de Dicamba, l0 cual significa que se favorece dicha
incorporacién. Cuando el callo permanecio 10 dias en 3l medio de regeneracion
(en ausencia de auxinas) la incorporacion disminuye, lo cual en un momento dado
pudo deberse a la carencia de dicho fitorregulador y por tanto la sintesis proteica
se ve disminuida.
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En estos callos no se observd la formacion de embriones somadticos, mas
bien se generan tejidos diferenciados dispersos (Fig. No. 8, seccidn VI. 5).

En los cultivos provenientes de embrién inmaduro al tiempo cero, la
incorporacion de prolina-'‘C presenta altos niveles, mostrdndose un incremento @
los 6 dias en medio de regeneracion, siendo ésta la etapa del cultivo mds activa en
cuanto a la sintesis de proteinas de pired celular, ya que a los 10 y 21 dias en
medio de regeneracion la incorporacion de prolina disminuye y por tanto la
actividad de sintesis, acentuandose a los 21 dias de cultivo. Los resultados de
incorporacion correlacionan con las observaciones histolégicas, en las cuales se
determind que a los 6 y 10 dias de que el cultivo permanecidé en medio de
regeneracion, es el momento en que se presenta la diferenciacion celular y se
dispara la formacién de embriones somdticos (Fig. 6A, seccién VI.5.).

Cuando se realizé la evaluacién de la relacién prolinahidroxiprolina de estos
callos (Tabla No. 19), se encontré que en los callos provenientes de embritn
maduro, la conversidn de prolina a hidroxiprolina es baja (PH > 1), sin embargo
los cultivos que se originaron de embrién Inmaduro mostraron una relacion de P/H
que fluctué alrededor de 0.2, con excepcion de los cultivos que permanecieron 6
dias en el medio de regeneraclon, cuyo valor (0.58) indica que el cambio de prolina
a hidroxiprolina fue menos acelerado.
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Tabla No. 18, Callo embriogénico oblenido de embriones maduros e
inmaduros de malz Tuxpeflo. Elvalor de Tindica el tiempo
que el tejido ha permanecido en medio de mgenefacién Se
muestran 10s valores de incorporacién de Prolina-'C (cmp) en
las proteinas de pared celular de estos tejidos.

Embrién maduro

Muestra Cantidad (9) | Tipode cpm/mg de
material proteina

1 10 CalloT=0 69,221

2 10 CalloT=10 37,464

Embrién inmaduro

3 11.7 CalioT=0 31,400

4 18.0 CalloT=6 35,000

5 7.0 CalloT=10 32,780

6 8.9 CalloT=21 19,500

Tabla No. 19. Relacién Prolina-Hidroxiprolina (P/H) en paredes celulares
de calios embriogénicos, obtenidos a partir de embriones
maduros @ inmaduros de maiz Tu;;peho.

Embrién maduro

Muestra CPM (PH) Relacién P/H
1(T=0) 19,814.0/16,719.0 1.2
2(T=10) [43202.0/12238.0 3.5
Embrién inmaduro

3(T=0) 3,461.5/17,7305 0.19
4(T=6) 7,028.5/12,137.5 0.58
5(T=10) 3,094.5/13,854.0 0.22

6 (T=21) 1,998.0/ 9,657.5 0.20

La conversién que mostraron los callos provenientes de embrién maduro fue -
relativamente baja en comparacién con la de embridn inmaduro, siendo mayor en
T=0. En ambos tiempos se prasentan niveles altos de prolina y esto se relaciona
con la respuesta morfogénica de los cultivos, la cual fue poco eficiente (Figs. 7, 8y
9). Los callos provenientes de embriones inmaduros presentan una conversién mas
eficients que los maduros desde ej inicio (T=0) hasta el final del cultivo (T=21),
siendo a los 6 dias en medio de regeneracion el tiempo en que esta conversion se
disminuye y después parece estabilizarse. Esto se puede deber a las
concentraciones altas de auxina atn presentes en jos callos al inicio del proceso.
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Figura No. 12. Representacién gréfica de la relacién Prolina-Hidroxiprolina
de callos embriogénicos obtenidos @ partir de embriones
maduros e inmaduros de malz Tuxpefio.

Te=0 Tu10 Te0 T=§ Tui0 Tu2d
Embriones maduros Embrionas inmaduros

Tratamientos
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Vii.- DISCUSION

El proceso de embriogénesis somatica es sumamente complejo y por tal
motivo se requiere de estudios detallados desde diferentes puntos de vista para
tratar de entender los eventos que se encuentran involucrados en la manifestacion
de la formacidn de un embridn somético.

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, permiten la manipulacidn bajo
condiciones in vitro de los fenémenos que ocurren in vivo, tales como: germinacion,
desarrollo, fecundacidn, etc., que al estudiarios en plantas completas implicaria
muchas dificultades y posibilidades de error, debido a |a gran cantidad de eventos
que se llevan a cabo al mismo tiempo en la planta como unidad viviente y al poco
control que se puede tener de los cambios ambientales.

En la actualidad, son ya muchas las especies vegetales que se han logrado
establecer con éxito bajo condiciones de cuitivo in vitro, principaiments
dicotiledéneas, ya que en monocotileddneas, es dificii de lograr Ia
desdiferenciacion (formacién de callo) y la rediferenciacién de estructuras
(regeneracién de pldntulas) en los cultivos.

Dada la importancia que tiene para el hombre este tipo de plantas y sobre
todo el grupo de las gramineas (trigo, arroz, avena, maiz, etc.) que constituyen
parte de su dieta diaria se ha desarrollado mucha investigacién al respecto,
logréndose en la actualidad su establecimiento bajo estas condiciones.

En espacial el maiz, que es la aspecie en estudio, presenta innumerables
dificultades para conseguir un buen cultivo in vitro, por tanto el conocimiento de su
biologia Iimplica vencer las barreras de su naturaleza y por consiguiente la
implementacién de nuevas metodologlas para su estudio.
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Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado al estudio de esta especie desde
hace ya varios aflos, logrando avances importantes en cuanto al establecimiento de
tejido calloso mediante la utilizacion de auxinas sintéticas (Sanchez de Jiménez y
Albores, 1979), su mantenimiento (Sdnchez de Jiménez et al.,1981), oblencién de
lineas celulares con capacidad de rediferenciacién (Sanchez de Jiménez et al.,
1983), asi como los diferentes aspectos que rigen a este fenémeno (Sénchez de
Jiménez et al,, 1988). Recientemente se estdn llevando a cabo estudios a nivel
bioquimico y molecular para definir cuales pueden ser los factores y eventos
involucrados en el proceso de formacién de una planta completa (Aguilar et al,
1992).

También se contintia trabajando con las técnicas de cultivo in vitro probando
nuevos genotipos como VS-22, Chalqueflo y H-135, los cuales tienen gran
importancia para el pais. En este tema de investigacion se planteé como objetivo
inducir |a formacién de embriones sométicos (Garcia F. C., 1991; Garcla et a/,
1993),

Posteriormente, se continud con investigaciones al respecto, sélo que ahora
se probaron ofras condiciones para ia induccién de tejido calloso con el fin de
optimizar el sistema. Se utiliz6 el maiz Tuxpefio porque presenta un genotipo de
amplia base genética, que se cultiva en zonas tropicales. Cabe mencionar que ios
experimentos fueron diseflados tomando en cuenta factores y condiciones que para
ls induccion de callo resultaron favorables en trabajos previos, oiro aspecto
importante es que se trabajoé con la metodologfa propuesta por Bohorova (1995)
con la finalidad de comparar protocolos y obtener finaimente una metodologia
adecuada para la proliferacion de calio embriogénico de mafz Tuxpefio.

Se analiz6 por tanto, el efecto que tuvleron las auxinas (MCPP y el Dicamba)
y ol medio de cultivo (R._ y N6) en la formacién de calio. A partir de embrién
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completo maduro se determind que MCPP en el medio N6 presentd las
condiciones mas favorable para tal propdsito, ya que se obtuvo rendimiento de 0.35
g/explante, mejorandose cuando se utilizé Dicamba y AgNOs (0.47 g/explante). Bajo
estas mismas cohdiciones, s6lo que empleando como explante al embrién
inmaduro, |a respuesta de formacion de callo se incrementé a 0.60 g/explante.

Otro aspecto relevante es que se observé que el AgNO; es un factor que
favorece al cultivo para ser regenerativo, sobre todo cuando se utiliza en las
primeras etapas del cultivo y por separado del choque osmético con sacarosa, del
cual el tejido debe recuperarse para que posteriormente se dé la regeneracion
(Diagrama de flujo No. 1 y Tablas 6 y 7). Corrobordndose con un segundo.
experimento, en el cual se reprodujo el efecto Inductor del AgNO,, ya que favorece
@ la formacién de embriones somdticos y la generacion de brotes (Dlagrama de
flujo No. 2y Tabla 8),

Lo anterlor implica que debe haber una secuencia de cambios en la célula
para que se manifieste su totlpotencialidad y que pueden estar relacionados con la
produccién de poliaminas, la cual se ve afectada por la presencia de etileno. Asi,
en cuanto se adiciona AgNO, al medio de cullivo se contrarresta el efecto de dicho
gas (Sisler y Joung, 1984; Valn et al, 1989; Songstand ef al, 1992). Las
condiciones osmaticas del medio intracelular son también determinantes para
obtener regeneracion (Yamada, 1977; Yong-Hwan y Janick, 1991) y en nuestro
€aso0 un incremento de sacarosa (6%) resulté favorable.

Se ha reportado que los embriones somaticos necesitan condiciones 6ptimas
para germinar y originar una planta completa (Ammirato, 1989). Por otra parte se
tienen antecedentes que indican que estas estructuras, cuando se forman en
cultivo en suspension se encuentran siempre adheridos a masas de callo, por lo
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que parece que' el tejido calloso es importante para que el embrién somaético se
desarrolle adecuadamente (Emons y Kieft, 1991). Estos embriones en medio
liquido derivan de grupos de células con caracteristicas meristematicas,
mismas que son determinantes para que se manifieste una respuesta morfogénica
(Alaith y Richter, 1981).

Actuaimenie se ha establecido que los cultivos liquidos resultan ser mas
favorables para generar embriones somaticos, ya que se ha observado que cuando
los cultivos embriogénicos esta4n en medio sélido, casi slempre se obtiene un
crecimiento precoz de raices, debido a la existencia de zonas meristematicas bien
definidas (Vasil, 1982 y Vasi! et al.,1984).

En cualquiera de los dos casos (stlido o liquido) la masa de callo
proporclona sustancias que estimulan a la regién meristematica, de la cual se
generan primordios foliares, coleoptilo, formacién de escutelo, etc. También es
probable que el balance hormonal, la canfidad de amino4cidos, o bien las
condiciones osmdticas tengan influencia sobre el crecimiento y germinacién de los:
embriones somaticos, Con esta finalidad se ha utilizado sacarosa y manitol, que
modifican las condiciones osméticas en el medio de cultivo. Cuando se utilizan
esios compuestos @ bajas concenlraciones, no se presenla una germinacién
adecuada, mas bien esto ocurre cuando se trabaja bajo condiciones de estrés
osmético, lo cual ha sido ya reportado en arroz y trigo (Kishor y Reddy, 1986 y
Brown et al., 1989).

En particular, para malz cuando se incrementa el potencial osmético en e}
medio de cullivo, se incrementa la frecuencia de formaciéon de callos
embriogénicos. Por ofro lado existen estudios con L-prolina, en los cuales se ha
visto que ademds de ser una fuente de nitrégeno importante para el cultivo,
también actia camo un osmoprotector (Yong-Hwan et al.,, 1991). En cuanto al ABA,
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se conoce que estd involucrado en el control de muchos eventos durante el
pracaso de embriogénesis somatica y entre ellos esta propiciar su germinacién. El
manejo de este fitorregulador es sin embargo delicado, debido a que también
puede provocar poliembronfa o bien inhibir el crecimiento, maduracién y
germinacién (Thomann et al., 1992). En esta especie se ha reportado que se
requiere de ABA en estados tempranos de maduracidn de los embriones somaticos
y la respuesta se mejora cuando se adiciona una concentracidn alta de sacarosa
(Emons ef al., 1993). Por otra parte el GA, tiene un efecto pasitivo en los cultivos
en regeneracién, ya que induce la germinacién de los embriones somaéticos y de
alguna forma contrarresta el efecto del ABA (cuande @s nocivo para el cultivo); se
ha reportado que estimula la acumulacién de proteinas (Yong-Hwan y Janick,
1991),

La optimizacién del protocolo para la obtencién de embriones somaticos que

aqui se utilizé estuvo basado en las consideraciones anteriores y se aplicd tanto a
callos provenientes de embriones maduros como de embriones Inmaduros. Los
resultados obtenidos nos indican que a partir de embriones maduros . se puede
_ obtener tejido calloso con capacidad de regeneracién muy relativa (Tablas 6, 7 y 8),
ya que las plantulas formadas fueron escasas y anormales, Existen otro$ trabajos
que sostienen que este tipo de explante no conviene utilizarse debido a la
ineficacia en la respuesta embriogénica, ya que se trata de un tejido muy
diferenciado (Green y Phillips, 1975; Armstrong y Green, 1985; Duncan et al,, 1985;
Kamo et al., 1987, Zhond et al., 1992). Por lo que respecta a embriones inmaduros,
en el primer protocolo probado (Diagrama de flujo No. 3) el callo obtenido produjo
abundantes embriones sométicos en la superficie y se regeneraron plantas (Tablas
No. 9, 10), las cuales fueron mas vigorosas cuando se utilizé AgNO,, durante la
induccién de callo. Con el protocolo propuesto por Bohorova y colaboradores
(1995), los resultados fueron mejorados, obteniéndose al final del experimento 3
pléntulas por embrién (explante) y el 80 % de plantas fértiles (Tabla No. 12)
después de resembrarse en campo. Esto problablemente se debié a las
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caracter(sticas del medio de regeneracién (MSR), el cual estuvo adicionado de AlA
y 6-BAP y es posible que |a interaccion de estos dos fitorreguladares favorecié el
desarrollo de los brotes.

Como es de recordar, uno de los objetivos de este trabajo fue explorar la
posibilidad de obtener cultivos embriogénicos a partir de embriones maduros, dada
la ventaja de disponibilidad de este material en cualquier época del afto.

En la mayoria de los trabajos reportados en relacién a este punto, se
establece que el tipo de explante mds adecuado para la obtencién de callo
embriogénico es el embrién inmaduro, ya que generalmente en gramineas y en
especial maiz, se ha adoptado como regla que el tejido maduro no es un explante
adecuado para la obtencidn de callos embriogénicos y mucho menos en generar
brotes, explicando que se debe al alto grado de diferenciacién del tejido (Green y
Phillips, 1975; Vasil, 1982; Armstrong y Green, 1985; Duncan et al., 1985; Carman,
1990),

También es ampliamente reconocido que el alto nivel de variabilidad en la
roipuolta que muestran los diferentes genotipos, indica que el proceso tiene bases
genéticas, es decir que la formacion del callo y la manifestacién de morfogénesis
ostd determinada por uno o mds alelos dentro del genoma (Choi et a/.,
1987; Goldberg ef a/., 1989; Aleith y Richter,1991; Petalino y Cowen, 1994). Por tal
motivo, en los Ultimos aflos se considera que las respuestas morfogénicas (brote,
raiz o embrién somético) en cultivos bajo condiciones in vitro de malz, dependen
del genotipo (Bohorova et al., 1992), lo cual implica que no todas las variedades de
maiz son adecuadas para la obtencidn de embriones somaticos y/o brotes.

Sin embargo, en el laboratorio los primeros protocolos probados (seccién

VI.2.1. y Vi.2.2)) se logr6 obtener callo embriogénico a partir de embrién maduro
(Tablas 6 y 7), pero no pudo lograrse una buena regeneracién de brotes, por tanto
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8@ propone que es necesario realizar mas experimentos, para determinar si bajo

otras condiciones de cultivo este tipo de explantes pudieran ser utilizados para la

obtenclén de callos, no sdlo con capacidad embriogénica, sino también con un alto
. potencial de regeneracion y la manifestacién del mismo.

Con base en los resultados obtenidos, es posible que el estado fisioldgico
del explante pueda ser factor mas determinante para lograr la manifestacion del
procaso de embriogénesis somatica y regeneracion; mientras que el genotipo de la
especie pudiera no ser tan definitivo para este proceso, aunque puede influir en la
eficiencia con que se logre tal objetivo. Ademas no hay que descartar que
elementos presentes en el medio de cultivo (AgNOs , sacarosa y probablemente
otras subtancias) pueden propiciar o interferir en la respuesta morfogénica de los
cultivos de la especie en estdio.

El andlisis histoldgico realizado confirmé las observaciones anteriores, ya
que en los cultivos provenientes de embrién inmaduro, se observaron abundantes
ombrion‘eév somaticos, por lo que es posible que la regeneracién de plantas
completas sea a partir de dichas estructuras.

En cambio cuando se analizaron los cultivos que se originaron de embridn
maduro, desde el inicio se detectaron zonas organizadas y bien diferenciadas
(Figs. 7 y 8). Cuando los cullivos permanecieron mds tiempo en medio de
regeneracion se localizaron regiones altamente especializadas (Fig. 9), por lo que
las pocas plantas que se regeneraron en estos cultivos probablemente provenian
de estas regiones. En este caso no se detectd con claridad la presencia de
embriones somaticos, ya que las muestras de callo tienen una forma muy
heterogegéa y por esta razén no se puede manejar uha orientacién para la
realizacién de los cortes histolégicos, sin embargo, se localizaron regiones de
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tejido que pueden ser porciones de embriones somaticos,por tanto no se descarta
la posibilidad de su existencia,

Hay cierta conlroversia acerca del origen de los embriones somaticos en
cultive. Al respecto algunos autores sostienen que este fendmeno se da a partir de
una sola célula y olros que es multicelular (Vasil, 1982; Mc Clain y Hodges 1986).

Ademés con base en algunos estudios para definir las caracteristicas del
embrién somético cuando se encuentra adherido al callo en comparacién con las
de un embridn cigdtico (Emons y Kieft, 1991), por lo que se piensa que el desarroiio
pueda ser similar, pero también se indica que el conacimiento que se tiene acerca
del origen y desarrollo de los embriones soméaticos todavia deja muchas lagunas
por aclarar. Con respecto @ este punto, por l0s resuitados oblenidos en este
trabajo, se puede indicar que el origen de los embriones somaticos es unicelular y
esto se pudo corroborar en cortes histolégicos de callos embriogénicos en otros
genotipos de maiz. En todos los casos se observaron regiones de células
embriogénicas, y algunas de ellas ya mostraban las divisiones caracteristicas que
conlievan a la formacién de un embrién somético. |

En relacidn a nuestro sislema, es pertinente recordar que las muestras
analizadas fueron tomadas en tiempos pre-establecidos, y por tanto se dejaron
etapas intermedias sin cbservacién. Por tal motivo no podemos descartar la
posibitidad de que algunos de los brotes cbservados en los calios embriogénicos
provenientes de embriones inmaduros, tengan su origen via arganogénesis y no
por embriogénesis somatica. Esto con base en que ios brotes carecieron de raices
y por tanto no se puede indicar la existencia de una polaridad, ademds, no se
localizaron embriones somdticos en estados de desarrolic mas avanzados, sino
que de los embriones samaticos en estado globular (etapa T = 6), se pasé
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directamente a |a observacién de brotes (T = 10), probablemente debido a la alta
velocidad de desarrolio. Fue necesario seflalar este aspecto porque serla
conveniente confirmar la existencia de etapas avanzadas del desarrolio de los
embriones sométicos realizando cortes y observaciones histolégicas a intervalos
de tiempo més cortos.

En cuanto a los estudios bioquimicos, los resultados electroforéticos nos
indicaron que el método para la obtencién de proteinas de pared fue el correcto,
tanto para ejes embrionarios germinados como para callos embriogénicos, ya que
en cada uno de los casos se encontrd un palrdn similar de proteinas,
independientemente del tratamiento previo al que fueron sometidas las muestras,
Solo 1a autorradiografia de dichos geles revel las proteinas de pared sintetizadas
de novo, puesto que llevan en su cadena polipeptidica a la prolina y esto ocurrié
con mas claridad cuando se utilizd Dicamba, lo cual podria Indicar que la sintesls
de proteinas de pared se ve favorecida por dicho fitorregulador.

Los callos provenientes de embrién maduro presentaron valores altos de
incorporacion de prolina-'‘C (Tabla 18), o cual pudo deberse a que el medio de
cultivo del cual provenian estuvo adicionado de Dicamba y por tanto se favorecid
dicha incorporacion, @ pesar de que no se obtuvieron embriones somaticos a partir
- de estos callos. Sin embargo en el andlisis histolégico se detectd graﬁ cantidad
de tejido con un alto grado de diferenclacion (Figs. 7,8y 9).

Por otra parte, en el material que provino de embrién inmaduro, e} valor de
incorporacién mas alto se registré en T = 6 (cullivos que han permanecido 6 dias
en medio de regeneracién), correlaclonandose con el momento en que se
manifestd la formacién de embriones sométicos y por tanto se puede inferir que en
este momento hay una alta actividad de sintesis de proteinas de pared celular.
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Lo anterior podria indicar que el nivel de la incorporacién de Prolina-'‘C
puede variar de tejido a tejido, porque depende de muchos factores tales como:
absorcién, estado metabdlico, nimero de células activas, etc. Por tanto los valores
de incorporacidn sdlo son un indice de actividad metabélica del tejido y no se
pueden considerar coma indicadores de la velocidad neta de la sintesis de pared.

La relacién Prolina-Hidroxipralina en cambio, es de suma Importancia porque
dd informacién sobre ofro aspecto del proceso, ya que Indica la capacidad de
conversién de Prolina a Hidroxiprolina, independientemente del nivel de la marca
incorporada en cada tipa de tejido.

Durante la germinacion de ejes embrionarios predomina el nivel de
hidroxiprolina (Tabla No. 15), esta conversidn se ve estimulada por |a presencia de
auxinas.

En callos, el recambio de prolina a hidroxiprolina ocurre en mucha mayor
proporcién en los cultivos provenientes de embrién inmaduro (Tabla No 19) en
relacién a los originados de embrién maduro, indicando que el estado fisioldgico
del explante tiene influencia relevante en la manifestacién de los eventos
bioquimicos que deben ocurrir para que se obtenga una respuesta morfogénica en
los cultivos in vitro de malz.

Existen estudios en cultivos embriogénicos de malz que proponen que los
-altos niveles de glicoproteinas de pared celular, ricas en hidroxiprolina son
indicadores de proliferacidn celular (Ludevid et al., 1990, Ruiz-Avila et al.,1991),
también se han propuesto marcadores de embriogénesis, como el gen EP2 (Sterk
ot al .,1991); por lo cual en nuestro caso, la diferencia en la relacién de
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prolina/hidroxiprolina que presentan los cultivos embriogénicos de malfz, parece
corralacionar con la capacidad de formacion de embriones somaticos, y podria por
tanto, ser un buen indicador bioquimico para predecir la respuésta embriogénica
en callos de esta especie .

Con base en los resultados del andlisis histolégico se concluye que el tejido
embriogénico fue muy heterogéneo (Figs, 3-9), es decir, los embriones somaticos
8@ encontraron inmersos en tejido no embriogénico y por lo tanto los resultados
bioquimicos abtenidos son indicativos del proceso, pero no pueden interpretarse
con absoluta seguridad. De aqui que consideramos que seria convenlente tener un
sistema de embriones somdticos abtenidos en medio liquido para hacer este
estudio (y en general otros estudios bioquimicos), pues ahi los resuitados que se
obtengan serian representativos diractamente del tejido que nos interesa y no se
mezclarian con respuestas de tejidos adyacentes, en otro (s) estado (s)
metabdlico (s).
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RECAPITULACION

1.- El medio de cultivo mas favorable para inducir callo a partir de un maiz criollo
fue el N6, adicionado de Dicamba y AgNO,.

2.- La obtencidn de callo con caracteristicas embriogénicas se logrd al disminuir la
cantidad de auxina en el medio de cultivo y proporcionar un chogque osmotico al
incrementar la concentracion de sacarosa.

3.- Para que se manifieste con claridad |a respuesta de embriogénesis somdtica, el
tejido calloso debe recuperarse de choque osmdtico mediante el paso por una
resiembra, en la que el medio de cultivo tenga la concentracién habitual de'
$acar0sa,

4.- La regeneracion (formacién de brotes) se presenta durante los primeros 10 dias
a partir de que el callo embriogénico permanece en un medio de cultivo libre de
fitorreguladores.

8.- Con base en el andlisis histolégico se puede concluir que:
a) Sdlo los cultivos provenientes de embriones inmaduros formaron embriones

somdticos verdaderos, esto durante las primeras dos semanas que @l cultivo
permanecié en un medio libre de fitorreguladores.
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b) Los cultivos provenientes de embriones maduros presentaron regiones
organizadas desde el inicio de su establecimiento (induccién) y observandose con
mayor claridad mientras va pasando el tiempo (a los 27 dias en el medio de
regeneracion). También se localizaron regiones de células meristematicas con
caracteristicas embriogénicas, pero no se logré observar cambios que conlleven a
la formacidn de verdaderos embriones sométicos.

§.- Dentro del grupo de las auxinas, i Dicamba es la que méas promueve la
incorporacién de prolina-"*C en las proteinas de ias paredes celulares, tanto en
ejes embrionarios como en cultivos celulares de maiz Tuxpefio (calio). También
parece influir en la activacién del proceso de conversion de prolina a hidroxiprolina,
ol cual @s necesario para la manifestacién del proceso de embriogénesis somética.
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VIIl.-CONCLUSIONES

I.- Es poslble obtener cultivos celulares capaces de generar embriones
somdticos a partir de un genotipo de maiz criollo (Tuxpefio en este caso),
utilizando como explante original embriones inmaduros,

2.- El andlisis histoldgico es un método adecuado para caracterizar los
cambios que ocurren en los tejidos de maiz en cultivo durante Ia respussta
morfogénica bajo condiciones de cultivo /n vitro.

3.- La conversién de proiina a hidroxiproiina es un marcador bioquimico que

puede Indicar la capacidad de un cultivo para manifestar su potencial
morfogénico via embriogénesis somética.
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