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RESUMEN 

El fenómeno de embriogénesis somática implica la formación de un embrión 

a partir de una célula que forma parte del cuerpo de la planta. Ésto tiene como 

base el principio de totipotenclalidad celular, es decir, que cada célula es capaz 

de generar un organismo completo, dado que tiene toda la información genética 

para ello; lo que significa que una célula normal puede ser inducida a ser 

preembriogénica, posteriormente embriogénica y finalmente podrá generar un 

embrión somático. 

El objetivo de este trabajo es generar callos embriogénicos a partir de 

embriones maduros e inmaduros de maíz criollo, así como el estudio de la 

ocurrencia del proceso embriogénico desde el punto de vista histológico y analizar 

parcialmente la constitución bioquímica de la pared celular de los callos normales 

(no embriogénicos) y embriogénicos. 

Se utilizó una raza de maíz criollo de zonas tropicales de México conocido 

como Tuxpeño; el cual presenta una gran variabilidad genómica y por tal motivo se 

consideró Importante para determinar la eficiencia de inducción de callo. 

El mejor medio de inducción para los dos tipos de explantes fue el N6, 

suplementado de AgNO, y Dicamba. Las características de callo embriogénico las 

presentaron los cultivos que se originaron de embrión inmaduro. Más tarde cuando 

se optimizó el sistema para la obtención de embriones somáticos se observó que 

es determinante para este fin la presencia en el medio de AgNO3, siendo mejor su 

efecto cuando se adicionó durante la etapa de inducción de callo, otro aspecto 

importante fue la disminución de auxina y la adición de kinetina en el medio de 

cultivo. 

En cuanto a la constitución bioquímica de la pared, se cuantificó la 

incorporación de L-prolina-14C a proteínas de pared celular y su transformación a 



hidroxiprolina. Los resultados obtenidos indicaron que en los cultivos que se 

originaron de embriones inmaduros, la relación de prolina/hidroxiprolina fue 

siempre menor que la obtenida de embrión maduro. En los primeros cultivos la 

cantidad de hidroxiprolina fue alta y dos semanas después de pasados al medio de 

regeneración disminuye y se estabiliza. Los cultivos que provinieron de embrión 

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 somáticos. 

Esto podría significar que en la célula, debe activarse la ruta 

correspondiente para que ocurra el proceso de hidroxilación en la prolina y 

entonces el cultivo pueda ser embriogénico, lo cual implicaría que la ocurrencia de 

dicho proceso podría ser un marcador de cultivos embriogénicos en maíz. 

Al realizar el análisis histológico de los cultivos tanto con características 

embriogénicas como en las estructuras observadas en el medio de regeneración, 

se encontró que en los cultivos provenientes de embriones maduros se formaron 

centros meristemáticos y se conservaron restos de tejido del explante original. 

Cuando se encontraron en medio de regeneración sólo se formaron raíces y 

porciones de tejido limitado por una epidermis, en las células se observaron plastos 

y grandes vacuolas de almidón y/o lípidos. Esto último implica que ya existía un 

alto nivel de organización y especialización del tejido. En cuanto a los cultivos 

provenientes de embrión inmaduro, se localizaron abundantes centros 

meristemáticos y la formación de embriones somáticos alargados. De estos cultivos 

se regeneraron brotes que se desarrollaron 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 fisiológico del explante es determinante para obtener una respuesta 

morfogénica (embrión somático y/o brote) y finalmente este evento puede ser 

independiente del genotipo de la especie en estudio. 
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1.- INTRODUCCIÓN 

El desarrollo de plantas in vitro a partir de regiones meristemáticas es un 

fenómeno conocido desde años atrás. Las células meristemáticas proliferan, se 

distribuyen en capas, eventualmente se van diferenciando para formar tejidos y 

posteriormente órganos. Este fenómeno característico de las plantas, puede ocurrir 

por organogénesis (formación de primordios de tallo, seguida de la parte aérea de 

la plántula y su enraizamiento), o por embriogénesis somática (formación de 

embriones somáticos, los cuales sufren cambios en su estructura y organización 

semejantes a los que ocurren en la embriogénesis cigótica). Estos eventos pueden 

ocurrir en forma directa (a partir de un explante original) o bien indirecta (a partir 

de callo), y dependen de factores exógenos y endógenos que actualmente todavía 

no se conoce como puedan ser controlados en su totalidad. Es por tal motivo que 

las técnicas de cultivo in vitro están siendo ampliamente utilizadas y actualmente, 

el proceso de embriogénesis somática tiene perspectivas de estudio más amplias. 

Bajo condiciones in vitro, este proceso se reportó en 1958 y a partir de esa 

fecha hasta la actualidad, se tiene la inquietud de esclarecer cuales son los 

factores responsables de su inducción, motivo por el cual se han estudiado 

aspectos como: tipo de explante, medio de cultivo, nutrientes, fitorreguladores, 

régimen de subcultivo, condiciones de incubación, genotipo, etc. 

En sí, el estudio del procedimiento de embriogénesis Indirecta implica el 

establecimiento de callos con división celular activa y la posterior selección a 

través de los subcultivos del tipo celular requerido. El medio y las condiciones de 

cultivo actúan como sistema selectivo, favoreciendo la multiplicación de algunos 

tipos celulares que llegan a ser dominantes en el sistema. Los callos así 



seleccionados son estimulados para formar embrioides, por manipulaciones en la 

relación auxina-citocinina del medio (Anke et al., 1993). 

Aunque este método para lograr la diferenciación no se puede aplicar a 

todas las especies con igual grado de éxito, se ha logrado establecer que cuando 

la concentración de auxinas es alta en las fases iniciales de cultivo y 

posteriormente se elimina, se induce la diferenciación de embriones somáticos. A 

través de estas técnicas las células somáticas pueden ser inducidas hacia un 

proceso embriogénico por medio del cual se diferenciarán estructuras bipolares 

similares a los embriones cigóticos (Komamine et al., 1982). 

No se conocen con certeza cuales son las bases moleculares que rigen a 

los procesos de diferenciación. Se sabe por algunos reportes (Barra! et al., 1991; 

Sterk et al., 1991; Hilbert et aL, 1992;) que se producen cambios previos a las 

alteraciones morfológicas, lo cual se establece una selectividad en la expresión de 

la capacidad genética de las células. Ya han sido monitoreados con parámetros 

bioquímicos algunos aspectos metabólicos de la diferenciación. Los cambios más 

Interesantes sugieren que en los tejidos en los que se inician procesos de 

diferenciación, se acelera la síntesis de ADN, ARN y de proteína; probablemente 

porque son requeridos para la estructuración del órgano en proceso de formación 

(Claparols et al., 1993). 

Aunque ya se sabe que el proceso de diferenciación celular está inducido 

por diversos elementos nutricionales, hormonales y ambientales, el conocimiento 

de como se induce y controla el proceso es todavía muy pobre y en general 

empírico. Por ejemplo, el cambio de concentración de hormonas en el medio es el 

factor que más se reconoce como iniciador del proceso, sin embargo, no se cuenta 

con información acerca de las concentraciones endógenas de estas hormonas en 
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los tejidos y no se comprende con claridad el mecanismo a través del cual se 

producen los cambios metabólicos que finalmente conducen a la embriogénesis 

somática o a la organogénesis. 

En particular existen pocos estudios bioquímicos en relación a 

embriogénesis somática en maíz; sin embargo, ya se sabe que existen factores 

como el cambio de concentración hormonal, la fuente nitrogenada, la presencia de 

nitrato de plata y la presión osmótica del medio, que han demostrado ser 

determinantes para la manifestación de este proceso (Sánchez de Jiménez et al., 

1979; 1981; Williams y Maheswaran, 1986; Duncan y Widholm, 1987; Roustan et 

al., 1990; Emons et al, 1993). 

Existe la idea generalizada en relación a que el genotipo de maíz usado 

como fuente de explante es determinante de la capacidad celular para formar 

embrioides, y se consideran sólo unas pocas líneas celulares definidas como 

embriogénicas (Wilkson y Thompsom, 1987; Sheridan, 1988; Smith y Krikorian, 

1989 y hiu et al., 1993). 

Por otra parte, resultados obtenidos en nuestro laboratorio (García et al., 

1993), han demostrado que algunos genotipos de maíz criollo de alto nivel de 

consumo, y por tanto de gran Importancia económica, responden favorablemente 

en condiciones in vitro a los incrementos de sacarosa y las concentraciones de 

nitrato de plata en los cultivos, para inducir la formación de embriones somáticos. 

En la actualidad existen reportes que relacionan el proceso embriogénico 

con el ciclo de división celular a través del monitoreo con indicadores bioquímicos. 

Por este tipo de estudios se ha logrado registrar un incremento transitorio y 

específico de las enzimas involucradas en la vía de la biosíntesis de poliaminas, en 

la de pirimidinas; así 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 síntesis de ADN, ARN y de otros 

elementos participantes del ciclo de división celular, son críticos para la inducción 

de embriogénesis. 

También se ha sugerido que ocurren cambios en la constitución de la pared 

celular provocados por la adición de auxinas como Dicamba y 2;4-D (Kiellszewski 

y Lamport, 1987; 1992; Ludevid et al., 1990 y Ruiz-Avila ef aL, 1991), y por tanto el 

estudio de este último punto contribuya a una mejor comprensión de la ocurrencia 

del fenómeno de embriogénesis somática en plantas. 

Dada la complejidad del fenómeno, se planteó la necesidad de realizar un 

estudio interdisciplinario que permitiera establecer correlación. entre los cambios 

bioquímicos y las modificaciones morfológicas que ocurren en los tejidos durante la 

diferenciación. Para completar estos estudios es necesario contar también con la 

caracterización a nivel microscópico de los cambios ocurridos a través de análisis 

histológico. 

La importancia de este trabajo consistió por tanto en obtener cultivos 

embriogénicos a partir de embriones maduros e inmaduros de un maíz criollo 

para conocer la influencia del estado fisiológico del explante en la manifestación 

de la respuesta morfogénica y dar seguimiento al proceso, integrando el estudio 

histológico con aspectos bioquímicos. Además la significancia de este trabajo 

radica en haberlo realizado en maíz criollo, lo cual implica una gran variabilidad 

genómica (en comparación con las lineas embriogénicas) y una importancia 

económica para el país. Lo anterior significaría que las variedades criollas de maíz 

podrían ser un recurso de alto potencial económico, para que a través de su 

manipulación bajo condiciones in vitro, se pudiera mejorar esta especie. 
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II.- ANTECEDENTES 

DIFERENCIACIÓN CELULAR EN PLANTAS SUPERIORES BAJO CONDICIONES In 

vitro. 

Los fenómenos de diferenciación y desdiferenciación celular en plantas se 

manifiestan ampliamente en la naturaleza. Para su estudio se requiere de un área 

interdisciplinaria, en donde la embriología y otras disciplinas relacionadas con el 

desarrollo han reportado los primeros avances y conocimientos científicos para su 

comprensión. Durante muchos años, los estudios y las investigaciones al respecto 

se habían limitado a ser de tipo descriptivo debido a la complejidad del mismo. Así 

entonces a medida que otras áreas de la ciencia progresan, el concepto de la 

diferenciación celular se va transformando, por lo cual en estos últimos años se han 

aportado conocimientos muy importantes que permiten un avance significativo en 

la comprensión de este fenómeno. 

Los embriones cigóticos se originan normalmente a partir de la fecundación, 

es decir, un núcleo espermático fecunda a la ovocélula, formando al cigoto. Éste a 

través de divisiones celulares en planos definidos y a través de un proceso de 

crecimiento característico, produce el embrión cigótico. Dichas estructuras pueden 

también obtenerse a través de un proceso llamado embriogénesis somática, 

mediante el cual el embrión se origina a partir de cualquier célula de la planta. 

Este proceso se manifiesta bajo condiciones in vitro y los embriones somáticos 

pueden desarrollarse hasta formar una planta completa. 

Un embrión somático se define como una estructura bipolar producida de 

manera asexual (Raghavan et 1,1976), que carece de una conexión vascular con 

el tejido madre que puede ser desde un punto de.vista funcional y anatómico similar 
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a un embrión producido de manera sexual, motivo por el cual será capaz de 

desarrollarse y generar una planta completa. 

Los principales eventos de la embriogénesis somática pueden ser divididos 

en varias categorias: inducción, crecimiento temprano, maduración del embrión y 

germinación. 

Uno de los primeros autores en describir el proceso de embriogénesis 

somática fue Steward y colaboradores (1958), en cultivos celulares de zanahoria 

(Daucus carota L.) en medio liquido y por Reinen y colaboradores (1959), en 

cultivos de callos en medio sólido de la misma especie. Hasta la fecha, en más de 

30 familias de plantas se sabe de la manifiestación de dicha respuesta, empleando 

para ello una gran variedad de explantes, tales como: hojas, tallos, peciolos, 

nucela, tegumento, sinérgidas, etc. 

Para que los embriones somáticos se manifiesten existen dos vías: la 

directa, que no requiere de la formación de tejido calloso y la vía indirecta, cuyo 

requisito es la formación de tejido calloso antes de la formación del embrión 

somático. 

El fenómeno de embriogénesis somática ea 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 podrían determinar su manifestación (Carmen, 1990). Así 

entonces, los factores más importantes que inducen la formación de embriones 

somáticos son: el genotipo, el grado de diferenciación del explante (Tomes y Smith, 

1985), los constituyentes del medio de cultivo (Duncan et al., 1985), la presión 

osmótica 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 

somática (en el caso de la vía indirecta), primero debe de ocurrir la inducción de la 



citoditerenciación de las células preembriogénicas y posteriormente el desarrollo 

de estas células para formar al embrión somático (Carman, 1990). Esto implica que 

en el cultivo (callo) se debe promover una aceleración 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 ondulación es indicio de la 

proliferación activa de las células superficiales, las cuales se rigen por un patrón 

característico de segmentación, dando lugar a la formación de un embrión 

somático. 

El proceso de embriogénesis somática (por vía directa o indirecta) es 

sumamente complejo, difícil de caracterizar y se le ha descrito como de tipo 

eminentemente plástico en su desarrollo (Geri et al.,1994). En cuanto a los eventos 

bioquímicos que preceden a los cambios morfológicos observados, se conoce aún 

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 mayoría de las especies son pocos los avances al respecto. 

Esta plasticidad es el resultado de cambios en el tiempo y extensión de los 

eventos de organización. En comparación con la secuencia normal, algunos 

cambios pueden ser prematuros o retrasados, la longitud de su expresión puede 

alargarse o acortarse y los efectos pueden ser manifestados a niveles celulares de 

tejidos o de órganos. Además de esto, los embriones somáticos responden a 

alteraciones en el medio de cultivo, motivo por el cual las secuencias 

morfogenéticas pueden ser afectadas (Anke et al.,1993). 
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11.1.1. EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA EN GRAMÍNEAS 

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 

se ha logrado que se manifiesten embriones somáticos. En particular este grupo de 

plantas presenta muchas dificultades para manipularse sin perder la viabilidad 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 formación de 

embriones somáticos, 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 logró la obtención de 

cultivos (callos) a partir de embriones maduros de maíz, los mantuvieron durante 20 

semanas, pero no observaron ninguna otra respuesta embriogénica en sus cultivos. 

Más tarde se determinó que cuando se utilizan embriones inmaduros de 

gramíneas, 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 podría deberse, a que en el momento en que se da la especialización 

de las células para formar parte del tejido maduro, el cambio que se produce es 

irreversible, motivo por el cual no se expresa tan fácilmente 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 días después de la 

polinización. En este caso el callo obtenido en presencia de 2,4-D, se colocó en un 

medio de cultivo libre de fitorreguladores y de los embriones obtenidos se formaron 

plantas completas, mismas que se pasaron a suelo, sin embargo, fueron muy 

pocas las que crecieron normalmente. 
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Mascarenhas et al. (1975) lograron establecer cultivos de maíz a partir de 

segmentos de raiz, de los cuales regeneraron plantas completas. 

Sánchez de Jiménez y Albores (1979) reportaron el efecto del 2,4-D y 

MCPP, que son dos auxinas sintéticas, en la inducción de callo, a partir de varios 

tipos de explante (embrión maduro, tallo y raíz) de diferentes genotipos criollos de 

maíz, concluyeron que el MCPP puede reemplazar con grandes ventajas al 2,4-D, 

tanto en la inducción como en el mantenimiento del callo. 

et al. (1982) fueron los primeros en reportar la obtención de embriones 

somáticos en callos obtenidos de embriones inmaduros. 

Green, (1982) logró obtener la misma respuesta, puntualizando que los 

callos empleados fueron friables, y con la finalidad de incrementar la osmolaridad 

en el medio de cultivo y favorecer la formación de embriones somáticos incrementa 

la concentración de sacarosa al 6 %. 

Torné et al. (1984) obtuvieron plantas a partir de embriones Inmaduros. En 

este caso germinaron embriones y utilizan células del mesocotilo como explante 

para la obtención de los callos regenerables de consistencia friable. Resaltando 

que la capacidad de expresión de la totipotencialidad celular en tejidos de maíz 

depende del grado de maduración del explante inicial. Sánchez de Jiménez et al. 

(1981) emplearon material maduro (embrión) y una citocinina para mejorar la 

respuesta de formación de callo. 

Vasil et al. (1983) emplearon concentraciones altas de sacarosa al inicio del 

cultivo y posteriormente fueron disminuyendo porque observaron que este era 

importante para inducir embriogénesis somática. Además discutieron la importancia 

que tiene el genotipo para la obtención de una respuesta morfogénica bajo 

condiciones in vitro. En el siguiente año (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. Así en 1986, reportaron la regeneración de plantas a partir de 
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callos friables y de cultivos en suspensión, sin embargo el sistema no tuvo mucho 

éxito. 

A partir de 1984 surgieron más grupos de investigación que reportaron 

investigaciones acerca de las aptitudes del maíz bajo condiciones in vitro, los 

trabajos sobresalientes al respecto son los presentados por Beckert y Qing (1984) 

quienes realizaron experimentos con varios genotipos de maíz, con la finalidad de 

evaluar su comportamiento bajo condiciones in vitro, ésto les permitió generar 

líneas celulares con características muy particulares. 

Torné et al. (1984) obtuvieron cultivos totipotentes a partir de tejidos 

atrofiados y lograron obtener plantas completas. Santos et al. (1984) presentaron 

un método para la obtención de callo regenerable a partir de segmentos de 

plántulas de maíz. Lowe et al. (1985) obtuvieron callos con dos años de edad, en 

cuya superficie se encuentran embriones somáticos, mismos que regeneraron a 

plantas completas, además plantearon la existencia de varios tipos de callo 

embriogénico. Tomes (1985) indicó que el genotipo puede influir en la respuesta de 

regeneración 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 maíz, el 

que se llamó tipo I: callo firme, generalmente compacto, de tamaño pequeño, 

constitución compleja, en ocasiones puede tener apariencia mucilaginosa y de 

crecimiento muy lento. El otro, llamado tipo II: es un tejido calloso friable, con los 

embriones somáticos bien definidos en su superficie, son de mayor tamaño que los 

callos tipo 1 y su crecimiento es rápido. 

Kamo et al. (1985) reportaron que además de un incremento de sacarosa, el 

medio N6 fue favrable para la obtención de callo tipo 11, de los cuales obtiene 

plantas con un fenotipo normal. Armstong y Green (1985) obtuvieron callo 

embriogénico tipo II, en este caso emplearon el medio N6 adicionado de L-prolina, 

lo relevante fue que dicho compuesto incrementó la frecuencia de embriones 

somáticos, ya que puede ser una fuente importante de nitrógeno y es más efectivo 

que la glutamine. 
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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 maíz e incrementan por medio de cruzas (híbridos) la 

producción de semillas. Con base en sus resultados concluyeron que existen 

limitaciones genéticas que rigen el proceso de regeneración en plantas. Este grupo 

continuó con sus investigaciones con la finalidad de determinar la influencia de la 

L-prolina en el medio de cultivo, y observaron que dicho compuesto favoreció la 

respuesta embriogénica, como ya habla 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 más aspectos que puedan 

modificar la respuesta de embriogénesis somática, motivo por el cual surgen 

grupos de trabajo que han tratado de buscar alternativas para lograr la 

regeneración de plantas de maíz, cuyo punto final es mejorar la producción de esta 

especie. 

Surgieron trabajos como el de Novak y colaboradores (1987), quienes 

realizaron experimentos con líneas híbridas, abordaron el problema de la 

variabilidad genética inducida por radiaciones gama. Glose y Luderman (1987), 

hicieron un estudio detallado del efecto de la asimilación 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 la formación de callos 

embriogénicos a partir de protoplastos de maíz, empleando cultivos en suspensión, 

los cuales establecieron a partir del callo tipo II, obtenido de embriones inmaduros. 

Rhodes et al. (1988) y Shillito (1989) reportaron la obtención de plantas completas 

a partir de protoplastos aislados de callos embriogénicos. 
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Wilkinson y Thompson (1987) analizaron la interacción genotipo-medio de 

cultivo en la obtención de callo regenerable, postularon que la respuesta bajo 

condiciones in vitro es dependiente del genotipo por la variación genómica que 

representa. 

Wang (1987) obtuvo de embriones somáticos a partir de embriones maduros 

y la regeneración 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 desecación, pero 

además se incrementó el contenido de ácidos grasos en las células que forman 

parte del embrión somático. 

Barloy y Beckert (1993) obtuvieron embriones somáticos en callos originados 

de enteras jovenes, indicando que su metodología fue eficiente para maíz. 

Permingeat et al. (1994) publicaron un protocolo en el que resaltaron la 

importancia del contenido de aminoácidos y de giberelinas en el medio, 

proponiendo que estos elementos fueron determinantes para la germinación y la 

regeneración de plantas de maíz. 

Durante todo este periodo se ha tratado de optimizar la composición de los 

medios de cultivo, determinar las características del explante del 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, expresión 

de la totipotencialidad y la variabilidad de los cultivos de callos de maíz. Se 

reconoce que no todos los genotipos son capaces de producir estructuras 

regenerativas y que según sea la vía de regeneración (organogénesis y 

embriogénesis), los sistemas de cultivo varían en sus requerimentos (Petolino y 

Cowen, 1994). 
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11.1.2.- FACTORES IMPORTANTES PARA LA OBTENCIÓN DE CULTIVOS REGENERANTES 

Desde hace ya muchos años se ha tratado 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 maíz que se pueden resumir en la siguiente forma: 

L- El embrión inmaduro (de no más de 2 semanas después de la polinización) es el 
explante más adecuado para el establecimiento de un cultivo de maíz bajo 
condiciones in vitro. 

II.- El 2,4-D, MCPP y el Dicamba son las auxinas que más favorecen la formación 
de tejido calloso. 

III.- La disminución de los niveles de auxina, o bien su eliminación, contribuye a la 
formación de embriones somáticos y/o regeneración de brotes. 

IV - Los medios de cultivo utilizados son los propuestos por Murashige y Skoog, 
(1962) y por Chu et el. (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, 
manejándose concentraciones que van desde el 2 hasta el 12 % . 

VI.- Para mejorar la fuente de nitrógeno, se han utilizado con éxito aminoácidos 
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 actúa como inhibidor de la 
proliferación celular. Es hasta 1988 cuando Songstad y colaboradores reportan por 
primera vez el efecto del etileno en la regeneración de plantas, a partir de cultivos 
celulares de maíz y se analizó el efecto antagónico que ejerce sobre este gas el 
nitrato de plata y el norbornadieno. Duncan et al. (1985), reporta que un tratamiento 
previo de los callos de maíz con nitrato de plata permite la obtención de altos 
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porcentajes de regeneración. Más tarde Vain et a/. (1989 a), empleando también 
nitrato de plata lograron regenerar plantas a partir de callo friable (tipo II), en este 
mismo año (Vain et al., 1989 b) realizaron trabajos utilizando compuestos que son 
precursores tales como aminoethoxivinil-glicina (AVG), 1-aminociclopropano-1-
ácido carboxilico (ACC) y ethephon e inhibidores como nitrato de plata (AgNO3) y 
tiosulfato de plata (STS), para la síntesis de etileno, con la finalidad de evaluar su 
importancia bajo condiciones in vitro. En 1990 se sugirió que en cultivos de maíz, el 
nitrato de plata actúa como antagonista del etileno y que promueve la formación de 
embriones somáticos y/o la regeneración de brotes. También se han estudiado los 
efectos del ABA y GA3, en combinación con sacarosa, manitol y L-prolina en la 
maduración y en la inhibición de la germinación de embriones somáticos de maíz 
(Emons et al., 1993). Así como también se ha visto que un pretratamiento con DL-
alfa difluorometilornitina (DFMO), 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 cultivos de Daucus carota se ha observado 
que en presencia de cobalto y niquel, la producción de etileno se inhibe (Roustan 
et ab, 1989). En presencia de nitrato de plata no disminuye su síntesis, pero sí se 
Incrementa el porcentaje de regeneración (Roustan et al., 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 El-Ml y 
Al-Sabah, 1994), en Oryza sativa y Carica papaya (Adkins y Magdalita, 1994). 

Así entonces, el etileno actúa inhibiendo la actvidad de la ornitina 
descarboxilasa (ODC), arginina descarboxilasa (ADC) y S-adenosil-metionina 
(SAM), por lo que no permite la síntesis de poliaminas; es aqui donde tiene el 
nitrato de plata su acción de antagonista, es decir, contrarresta los efectos del 
etileno, pero no reduce su síntesis, lo mismo ocurre con el norbornadieno. 

En trabajos realizados en nuestro laboratorio se ha visto que la presencia de 
nitrato de plata no tiene efectos inhibitorios relevantes en los cultivos, es decir, no 
afecta al crecimiento del callo, sólo incrementa la capacidad regenerativa del 
mismo. Es por este motivo que se decidió seguir trabajando con dicho compuesto. 
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11.1.3.- ASPECTOS BIOQUIMICOS GENERALES RELACIONADOS CON LA OCURRENCIA 

DE EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA. 

La cualidad que tienen los tejidos vegetales para generar embriones 

somáticos, está controlada a nivel molecular por señales específicas (Bhaskaran et 

al., 1988). Uno de los primeros estudios bioquímicos al aspecto, se realizó en 

células embriogénicas de Daucus carota, las cuales mostraron tener altas 

concentraciones de proteínas, ARN y una gran actividad enzimática e incremento 

del contenido de retículo endoplásmico y de ribosomas hacia los ángulos del plano 

de división. Cabe mencionar que en etapas tempranas del proceso, no se 

localizaron cuerpos lipídicos (Smith y Krikorian, 1989). 

Los eventos moleculares involucrados entre la inducción de la competencia 

celular embriogénica y la expresión morfológica de dicha competencia son 

desconocidos. 

Varios marcadores protéicos para diferentes estadios de embriogénesis han 

sido caracterizados, tales como la proteína EP2, que transfiere lípidos del 

endospermo al embrión (Sterk et al., 1991); proteínas intracelulares (Barret y Clerk, 

1991), proteínas extracelulares, principalmente peroxidasas y endoglucanasas 

(Robert et al., 1990), las proteínas ácidas E37.5a y E37.5b, detectadas únicamente 

después de la inducción de embriogénesis y que permanecen durante todo el 

proceso (Hilbert et al., 1992). En alfalfa se han detectado proteínas de bajo peso 

molecular llamadas 7S, 11S y 2S, de las cuales la más abundante es la 7S cuyo 

mRNA se acumula durante las etapas tempranas de la embriogénesis. En Daucus 

carota se caracterizaron polipéptidos específicos durante el estado de embrión 

globular (Aleith y Richter, 1990). Existe una proteína de 50 KD que abunda en 

estado temprano de embriogénesis (Chol et al., 1987); se determinó que es una 

proteína involucrada en la regulación de genes específicos para la embriogénesis, 

y por tanto, juega un papel importante para que la célula exprese su potencial 
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embriogénico (Vierling, 1991). Estos resultados fueron obtenidos en arroz, maíz, 

trigo y cebada. Por otra parte, se detectó en embriones somáticos de cacao una 

acumulación de ácidos grasos, cuya presencia y composición podrían usarse como 

marcadores apropiados para indicar el grado de diferenciación de dichas 

estructuras (Yong-Hwan y Janic,1991). 

La caracterización y el análisis funcional de proteínas u otros compuestos 

que se sintetizan en correlación con los eventos del desarrollo (marcadores), puede 

contribuir al esclarecimiento de los mecanismos que permiten que se originen los 

embriones somáticos y su posterior desarrollo a planta completa. 

En maíz, uno de los primeros reportes que abordan el aspecto bioquímico de 

este proceso es el de Everett et al. (1985), quienes estudiaron las enzimas 

involucradas en estados particulares del desarrollo tales como: la glutamato 

deshidrogenasa, alcohol deshidrogenasa y la beta glucosidasa. Proponiendo que 

sólo esta última puede emplearse como marcador para distinguir a los cultivos 

embriogénicos de los no embriogénicos. Además, analizaron la composición de los 

polisacáridos secretados por las células, encontrando que tanto los callos como los 

cultivos en suspensión secretan mucilagos de polisacáridos importantes en la 

composición de la pared, y que este aspecto puede ser un marcador importante 

para la identificación de células embriogénicas. 

En 1989, Moustafa y colaboradores propusieron que un marcador de la 

respuesta morfogénica en maíz, es la correlación que existe entre dicho proceso y 

la capacidad de reducir el Mn04 a Mn02  por los callos de maíz, lo cual permite 

emplear la reducción del permanganato como indicador de la capacidad de 

regeneración. También se han estudiado patrones de isoenzimas de peroxidasa, 

esterasa y malato deshidrogenasa. En callos embriogénicos se detectó una 

asociación específica del proceso con estas isoenzimas (Rao et al., 1990), así 
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como un grupo de proteínas moduladas por ABA (globinas), se incrementan 

durante la embriogénesis en maíz. 

En otras especies monocotiledóneas como arroz (Langridge et al., 1991), se 

ha visto que varios genes del cromosoma 1 tienen influencia en la respuesta de 

embriogénesis, determinando la localización exacta de estos genes, por lo cual, se 

sugiere que tanto el crecimiento como la diferenciación, son procesos que están 

influenciados por la composición genética. 

También es importante mencionar que en maíz se han realizado estudios 

más complejos, tal es el caso de Gordon y colaboradores (1990), quienes lograron 

la transformación y regeneración de las primeras plantas transgénicas, las cuales 

llegaron a ser fértiles. Posteriormente las plantas transformadas y fértiles se han 

obtienido por medio de la técnica de bombardeo de DNA,.la cual consiste en 

introducir pequeñas partículas de DNA en el interior de la célula para que sea 

integrado a su genoma y posteriormente se exprese (Vain el al., 1993; 

Brettschnelder et 1,1994). 
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112: CARACTERISTICAS BIOCIUIMICAS DE LA PARED CELULAR EN PLANTAS 

La pared celular no funciona sólo como barrera fisiológica, su función 

principal es mecánica, es soporte de la célula y estructuras pluricelulares e impide 

la ruptura de las membranas externas como resultado de las presiones 

hidrostáticas que se producen dentro de la célula, además tiene papel de defensa 

contra organismos patógenos invasores. 

Así entonces, las paredes celulares de las plantas están involucradas en 

muchos aspectos biológicos, incluyendo su morfología, crecimiento y su interacción 

con el medio ambiente durante el desarrollo. Biológicamente son de suma 

importancia para las células, motivo por el cual en estos últimos años 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 característica 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 

características en común y por tanto presenta una organización similar. La 

celulosa, hemicelulosa, polisacáridos pécticos, proteínas estructurales y lignina, 

han sido identificados como los componentes más abundantes. La lignina es el 

componente característico 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 hidrógeno. En las paredes 

primarias las rnicrofibrillas de celulosa se encuentran ordenadas en una matriz 

cristalina rodeada por una región no cristalina, que consiste en depósitos de 

celulosa, polisacáridos no celulósicos y glicoprotelnas (Cassab et al., 1985; Hood 

et al., 1988 y Engelen et al., 1991). Así entonces se ha demostrado que las paredes 

celulares de diferentes órganos de monocotiledóneas y dicotiledóneas contienen 

proteínas estructurales. 
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Ha quedado ya establecido, que las células con capacidad embriogénica se 

generan a partir de células parenquimáticas, las cuales presentan divisiones 

sucesivas características que conllevan a la formación de estructuras compactas y 

pequeñas hasta formar un embrión en estado globular (Van Engelen et al., 1992). 

Durante todo este proceso se requiere de cambios a nivel estructural y bioquímicos 

en la célula progenitora. 

A través de estudios bioquímicos se ha sugerido que la pared primaria de 

una gran cantidad de plantas cuenta con glicoproteinas ricas en hidroxiprolina, ya 

que más del 30% de los residuos de aminoácidos de estas proteínas son 

hidroxiprolina y constituye del 2 al 10 % de la pared celular. Lamport y Miller (1971) 

indicaron que la hidroxiprolina está presente en las paredes celulares de todos los 

tejidos que representan a las plantas verdes, desde algas hasta angiospermas. 

Las proteínas que cuentan con hidroxiprolina están unidas covalentemente a 

oligosacáridos de arabinosa a través de enlaces glucosIdicos entre la arabinosa y 

C4 de la hidroxiprolina. Lamport (1965) sugirió que estas proteínas tienen un papel 

estructural por actuar como "crosslinks" entre los polisacáridos de la pared celular y 

en virtud de los cambios que experimenta durante el crecimiento, las glicoproteínas 

pueden tener un papel importante en su resistencia. Se sabe poco acerca de su 

síntesis o degradación. La prolina es el precursor para la hidroxiprolina y la 

hidroxilación de este péptido es catalizada por una enzima citoplásmica, las 

enzimas responsables para la glicosilación o la degradación específica de este 

tipo de proteínas no se conocen. 

Por otra parte existen evidencias de que la composición de la pared cambia 

durante el crecimiento y desarrollo de las células de la planta. La biogénesis de la 

pared celular incluye la formación de los precursores de los polímeros, su 

biosíntesis, ensamblaje y su alteración subsecuente de tal manera que tanto los 

cambios en su resistencia, como en su composición química están sincronizados 
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con los eventos de crecimiento y desarrollo, de tal manera que las alteraciones 

específicas de la pared celular forman parte del programa de control celular que 

rige el desarrollo 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 regulación de su 

expresión. Ésto 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 dicotiledóneas hay tres clases de genes que 

codifican para tres tipos de proteínas en la pared celular: (1) extensina, que son 

glicoproteínas ricas en hidroxiprolina; (2) proteínas ricas en glicina; (3) proteínas 

ricas en prolina o en hidroxiprolina. Realizando estudios de secuenciación y 

aislando donas genómicas, se piensa que estas proteínas son codificadas por 

pequeñas familias de genes. 

Cassab et 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 

proteína que podría ser de pared, ya que presenta características peculiares tales 

como: 1) es muy básica y tiene alto contenido de prolina, tirosina, lisina; 2) las 

propiedades hidrofóbicas son similares a otras proteínas de pared y 3) presenta 

homología en cuanto a la secuencia de residuos de aminoácidos. Más tarde este 

autor y su grupo (1989) estudiaron la regulación de la expresión de la familia de 

genes que codifican para proteínas ricas en prolina durante el desarrollo de la 

soya; analizaron varios órganos de la planta, incluyendo hojas, tallos y raíces, tanto 

de plantas etioladas como enverdecidas, así 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 proteínas ricas en prolina son regulados durante el desarrollo, ya 

que su expresión es específica del estadio y del tipo de órgano, además, esta 

familia de genes es diferente de la que codifica para las proteínas ricas en 

hidroxiprolina. 

Kleis-San et al. (1990) en la misma especie, caracterizó una proteína de 

pared celular rica en prolina, de 30 KD. Otros estudios se han enfocado al proceso 

de hidroxilación de la prolina durante el crecimiento de cultivos celulares de soya. 

Con base en esto se postula que dichas proteínas tienen un papel importante en el 

crecimiento celular de los cultivos embriogénicos de maíz (Ludevid et al., 1990; 

Ruiz-Avila etal., 1991). 

En Phaseolus vulgaris, la acumulación 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 

glicoproteinas 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 carota se localizó un tipo específico de glicoproteína de pared 

celular, a la cual llaman proteína extracelular, ésta sólo se encuentra en células 

vacuotadas (no embriogénicas) y muestra heterogeneidad en sus pesos 

moleculares, lo cual puede explicarse por la ocurrencia de modificaciones 

postraduccionales (Engelen et al., 1991). 

Las monocotiledóneas, y en particular las gramíneas, son pobres en 

proteínas con hidroxiprolina, motivo por el cual sus glicoproteínas ricas en 

hidroxiprolina han sido poco estudiadas. 
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Kieliszewski y Lamport (1987) purificaron y caracterizaron una glicoproteína 

rica en hidroxiprolina de maíz, proponiendo que ésta puede ser una extensina. 

Hood y su grupo (1988), reportaron un análisis de la acumulación de una 

glicoproteína rica en hidroxiprolina durante el desarrollo del pericarpio. Ésta es una 

proteína básica de aproximadamente 65-70 KD, con un punto isoeléctrico de 10.2 

y con densidad en cloruro de Cesio de 1.38 a 1.39. En cuanto a la composición de 

aminoácidos, es rica en hidroxiprolina, treonina, prolina, lisina y glicina. 

Otros estudios han permitido localizar glicoproteínas ricas en hidroxiprolina 

en las paredes celulares de cultivos de maíz y acumulación del mRNA, que codifica 

para este tipo de proteínas en tejidos que se están dividiendo constantemente, 

tales como ápices de raíz. En callos embriogénicos y meristemáticos se tuvieron 

resultados similares; sin embargo, el nivel de mRNA que codifica para este tipo de 

proteína va decreciendo cuando las células se elongan, o bien cuando la división 

frena y se promueve la diferenciación. Ésto podría indicar que durante la 

elongación celular, la proteína 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 célula son ya muy pocos (Ludevid et al., 1990). Por 

medio de un estudio de expresión de dicha proteína en las diferentes regiones del 

embrión cigótico, se determinó que los genes que codifican para esta proteína se 

expresan en forma diferencial en los tejidos embriogénicos; lo cual sugiere la 

existencia de un mecanismo que independientemente de la división celular, 

controla la expresión de los genes que codifican para esta proteína ( Ruiz-Axila et 

al., 1991). También en embriones inmaduros de maíz hay un gen que codifica para 

una proteína rica en prolina y lo mismo se ha registrado en tejido de ovario y más 

específicamente en células de tejido no-vascular (José-Etanyol et al., 1992). 

Por otra parte se aisló una glicoproteína rica en hidroxiprolina que presenta 

una gran cantidad de histidinas, por lo cual se propone que es una "quimera" de 

extensinas-arabinogalactanos, ya que presenta secuencias homólogas a éstas y 
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los patrones de glicosilación 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 glicoproteínas ricas en prolina e hidroxiprolina y la proteínas 

ricas en prolina, son miembros de una misma familia de proteínas. Sin embargo, 

son pocos los trabajos que existen enfocados al estudio de los cambios que 

ocurren en la pared celular durante la diferenciación. 

En los últimos años en monocotiledóneas, se tiene idea de qué tan amplia es 

esta área de estudio. Por otra parte para trabajar con gramíneas bajo condiciones 

in vitro, se debe tener en cuenta que existen limitantes (como su alto grado de 

diferenciación celular) que hay que vencer para lograr cultivos celulares 

adecuados, para hacer estudios bioquímicos a nivel molecular, que nos ayuden a 

comprender de una manera más clara qué es lo que está ocurriendo cuando una 

célula no especializada, se diferencia de tal manera que es capaz de generar una 

planta completa. 
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11.7.-ASPECTOS HISTOLÓGICOS DE CULTIVOS EMBRIOGÉNICOS In vitro DE MAÍZ. 

Los primeros estudios a nivel histológico del proceso de embriogénesis 

somática se realizaron en zanahoria (Smith y Krikorian,1989), los cuales mostraron 

que desde el punto de vista morfológico, las células superficiales presentan 

uniformidad y ésto so debe a los siguientes aspectos: presencia de plasmodesmos, 

mitocondrias ovales, cuerpos multivesiculares en la periferia de las células que 

guardan una relación muy estrecha con los plasmodesmos. Las divisiones mitóticas 

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 somáticos presentan diferenciación, ya que se puede 

apreciar claramente una epidermis bien definida cuyas células contienen 

amiloplastos, al final de la etapa globular, el embrión fue muy similar a un embrión 

cigótico tanto en su morfología como en su anatomía. 

En monocotiledóneas como el maíz, se han realizado estudios histológicos 

de los cultivos in vitro, obtenidos tanto de embriones cigóticos maduros como 

inmaduros. En un principio se pensó que el callo se formaba por un crecimiento 

aberrante de raíces (Cure y Mott, 1978), lo cual implicaba que no existía realmente 

regeneración de estas estructuras sino más bien, el resultado de la proliferación de 

un tejido que ya se encontraba presente. 

En estudios posteriores (Springer y Gree, 1979) se propuso que el callo se 

origina en la región epitelial del tejido escutelar, ya que esta zona es altamente 

meristemática, o bien, ocurre por la proliferación de la zona de transición, es decir, 

la zona entre el escutelo el eje embrionario (Vasil et al., 1985). En el tejido calloso 

se indica que existe una regionalización celular, de esta forma en la superficie se 

localizaron zonas meristemáticas abundantes, motivo por el cual se propuso que de 

ahí surjan los embriones somáticos, brotes y raíces (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 organización alguna (Sánchez de Jiménez et al., 1988; Smith y 

Krikorian, 1989; Franz y Schel,1991) y de tejido vascular (Zhong et al.,1992; 

Dolézclová et al.,1992), siendo este último indicador de diferenciación celular. 

También se han realizado a este nivel estudios histoquímicos que indican 

que desde etapas muy tempranas se acumulan reservas (almidón y lípidos) en las 

células que forman a los embriones somáticos, y ésto ocurre con más intensidad 

cuando van madurando las estructuras (McCain y Hodges, 1986; Fransz y Schel, 

1991; Andi et al., 1993). 

Dada la variabilidad de respuesta que presentan los cultivos in vitro de las 

gramínea*, no es posible hasta la fecha, establecer la secuencia del proceso de 

diferenciación y regeneración requerida para que se forme un embrión somático o 

un brote a partir de callos de maíz (Vasil et al., 1985; Andi et al., 1993; Anke et 

al.,1993). 
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III.-HIPÓTESIS 

Dado los antecedentes que se tienen acerca del proceso de embriogénesis 

somática de maíz bajo condiciones in vitro, se esperarla que una variedad 

mexicana de maíz criollo también pueda mostrar capacidad embriogénica, sí se 

identifican la edad del explante y las condiciones adecuadas para inducir el cultivo 

embriogénico y su posterior regeneración a planta. 

IV.- OBJETIVO GENERAL 

Inducir callos embriogénicos a partir de embriones maduros e inmaduros de 

maíz criollo, estudiar el proceso embriogénico desde el punto de vista histológico y 

analizar la relación prolinafflidroxiprolina de las proteínas de la pared celular de 

callos tanto normalei (no morfogénicos) como embriogénicos. 
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IVA.. OBJETIVOS PARTICULARES 

1.- Definir la metodología adecuada para la obtención de callos con características 

embriogénicas de un maíz criollo de la variedad Tuxpeño a partir de embriones 

maduros e inmaduros. 

2.- Determinar el número de plantas regeneradas por explante (embrión) 

3.- Realizar un análisis histológico de cada muestra para determinar los cambios a 

nivel estructural en los callos durante el proceso de embriogénesis somática. 

4.- Establecer la metodología para la obtención de proteínas de pared de ejes 

embrionarios y callos de maíz. 

5.- Adiestramiento en el manejo de material radiactivo, su adecuada aplicación y 

evaluación en el material biológico. 

•.- Montar las metodologías para evaluar el contenido de prolina e hidroxiprolina en 

las proteínas de pared. 

7.- Aplicar pulsos de L-prolina-14C a cultivos de maíz durante el proceso 

embriogénico y cuantificar su incorporación 	a proteínas de pared y su 

transformación a hidroxiprolina. 
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V.- MATERIALES Y MÉTODOS 

V.1.- OBTENCIÓN DE MATERIAL BIOLÓGICO 

Tipos de explante: 

a) Embriones inmaduros de maíz (Zea mays L.) de la variedad Tuxpeño, 

los cuales fueron obtenidos catorce días después de la polinización. 

b) Embriones de maíz maduros de la misma variedad Tuxpeño, obtenidos 

de grano maduro seco. 

Los embriones maduros e inmaduros fueron proporcionados por CIMMYT, lo 

cual permitió controlar más variables en cuanto a su desarrollo. 

Tanto los embriones jovenes como los maduros que se emplearon en este trabajo 

se obtuvieron manualmente y estuvieron completos, 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 con el bisturí el 

embrión se obtuvo con la espátula y se colocó 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 pedicelo. Así el material quedó listo para someterse al tratamiento de 

desinfección y posteriormente se sembró. 
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Figura No. 1- Embrión maduro de maíz (Zea maya L), explante del cual se originó 
el tejido calloso El embrión completo esta formado por el escutelo y 
el eje embrionario, éste último se constituye del coleóptilo, ápice 
caulinar, primer nudo, radícula, coloeorriza, cofia, primera y segunda 
hoja 
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V.2.•TRATAMIENTO DE DESINFECCIÓN 

Para los embriones inmaduros. Las mazorcas se cortaron en porciones de 

5 cm de largo y en seguida se procedió a trabajar bajo condiciones asépticas, por 

lo cual el material biológico se colocó en un vaso de precipitados de un litro 

(previamente esterilizado), se agregaron 500 ml de una solución de hipoclorito de 

sodio al 11% más 4 gotas de Tween 20 y 6 gotas de microdyn. El vaso de 

pecipitados con el material biológico en la solución de hipoclorito se colocó sobre 

una parrilla de agitación y se dejó agitando durante 15 min; posteriormente se 

decantó la solución 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 terminó de enjuagar, las porciones de mazorca jovenes quedaron 

listas para proceder a sembrar, por lo que cada trozo (uno cada vez) se colocó en 

una caja Petri estéril, para así poder extraer los embriones inmaduros del interior 

del grano de maíz y colocarlos de inmediato en el medio de cultivo. 

En si caso de los embriones maduros. Una vez que estuvieron libres de 

residuos de endospermo se aplicó el mismo procedimiento que se les dió a los 

trozos de mazorca y al final de los cuatro enjuagues se colocaron aproximadamente 

100 embriones en una caja Petri estéril y se procedió a sembrar en el medio de 

cultivo. 
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V.3.-SIEMBRA DE EMBRIONES 

Ya desinfectado el material biológico bajo condiciones estrictas de asepsia 

se procedió a sembrar . 

Embriones Inmaduros. Las porciones de mazorca se colocaron en una caja 

Petri de 9 cm de diámetro, con ayuda de pinzas y bisturí estériles, se eliminó una 

pequeña porción en su parte superficial, se extrajo el embrión y se depositaron en 

el medio de inducción 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 formación de callo resultó más 

favorable cuando el eje embrionario se encontró en contacto con el medio de 

cultivo (Radojevic,1984; Armstrong y Green,1985; Sánchez de Jímenez et a1.,1988), 

en este trabajo para ambos casos (embrión maduro e Inmaduro) se colocaron 

cuatro embriones sobre el medio de cultivo, de manera que el eje embrionario 

quedó en contacto directo con el medio, ya que de no ser así la formación de callo 

seda muy pobre. La incubación se realizó en obscuridad constante a 26± 2 °C 

durante 3 semanas. 
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V.4.- PREPARACIÓN Y BALANCE HORMONAL DE LOS MEDIOS DE CULTIVO 

Preparación. Con la finalidad de facilitar la preparación de los medios de 

cultivo se elaboraron soluciones madre de los diferentes compuestos que 

constituyen al medio N6 (Chu et 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 subíndice según sus requerimientos de auxina, esta clave 

también nos indicó las cantidades de citocinina, sacarosa, prolina, hidrolizado de 

caseína 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 

M'adió una cantidad determinada de agua desionizada (volumen conocido), la cual 

se mantuvo en agitación constante con ayuda de una barra magnética y una parrilla 

de agitación; el motivo 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: 

Solución madre m1/1 

1 100 

2 10 

3 10 

4 1 

Prolina 	2.3 g/I 

Hidrolizado de caseína 0.2g/$ 

Nota: Tanto los reguladores de crecimiento como la sacarosa y el nitrato de 

plata se emplearon en diferentes cantidades dependiendo del medio de cultivo que 

se requirió utilizar (ver Tabla No. 2). 

Por último se ajustó el pH a 5.8, empleando soluciones de HCI o KOH en 

una. concentración 0.1 N, y se completó 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 calentó en agitación 

constante hasta que se disolvió por completo (sin permitir que hirviera), 

posteriormente se mezcló 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 utilizó para 

distribuirlo. Cuando se trató del medio para la inducción de callo, se emplearon 
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frascos Gerber (7.5 cm de altura y 5.5 cm de diámetro) con 20 ml de medio de 

cultivo. Cuando se preparó medio para mantenimiento y crecimiento del callo se 

emplearon tubos de cultivo de 15 cm X 2 cm, en los que se distribuyó el medio en 

aiicuotas de 10 ml y se sellaron con papel aluminio. Finalmente cuando se trató del 

medio de regeneración, éste se colocó en frascos (15 cm X 5 cm), especiales para 

regeneración en cantidades de 25 ml y dichos frascos se sellaron con sus 

respectivas tapas. 

Balance hormonal de los medios de cultivo 

1.- Medio para la inducción de callo. El medio N6 se adicionó de una 

auxina sintética que es Dicamba en una concentración de 2 ppm, 15 mg/I de 

AgNO3, 2.3 g/I de L- prolina y 3% de sacarosa (todos de SIGMA). 

2.- Medio de resiembra. En este caso se utilizó medio N6, el cual contenía 

la mitad de auxina (1 ppm) y mantenía las concentraciones originales de prolina y 

de hidrolizado de caseína, más el agente que ayudó a que se presentara la 

respuesta embriogénica en el callo (el AgNO3), en una concentración de 15 mg/t y 

sacarosa al 6%. Se probaron además dos concentraciones de kinetina: 0.01 y 0.05 

mg/I (Sánchez de Jiménez et al., 1981). 

3.-Medio de regeneración. Este medio fue N6 sin reguladores de 

crecimiento, ni AgNO3, pero sí con sacarosa (2%), los demás constituyentes del 

medio quedaron igual que en el medio basal. 
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VI.- PREPARACIÓN DE LAS SOLUCIONES MADRE DEL MEDIO BASAL N6 

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

Solución Compuesto Cantidad (g) Volumen (m1) 

1 (NH4)2SO4 4.63 

KNO3 28.33 

CaC12•2H20 1.66 

KH2PO4 4.0 

MgSO4.7H20 0.93 cbp 	1000 

2 MnSO4•H20 0.597 

ZnSO4.7H20 0.150 

H803 0.160 

KI 0.080 cbp 	1000 

3 FeSO4•7H20 2.785 

Na2 EDTA 3.725 cbp 	1000 

4 Glicina 0.2 cbp 100 

5 Ac. nlootinico 0.050 

Tiamina-HCI 0.050 

Piridoxina-HCI 0.1 cbp 	100 
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V.S. 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 

Nfli N6 Neta Neta 

. 

N60 

Dicamba 2ppm lppm 1ppm 1ppm ---- 

KInetina -•-- 0.01 ppm 0.05 ppm 0.05 ppm — 

Sacarosa 3% 3% 6% 6% 2% 

AgNO3 0.015g/1 •--- 0.0159/1 —••-- ---- 

Prollna 2.39/1 2.3911 2.411 2.39/I 2.39/1 

H. caselna 0.2g/I 0.2g11 0.2g/I 0.29/1 0.2g/1 

V.7.- RESIEMBRAS Y PARÁMETROS A EVALUAR 

Tres semanas después de la siembra se evaluó el porcentaje de Inducción 

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 más tarde se realizó una segunda 

resiembra para incrementar la cantidad de material biológico y al igual que la 

resiembra anterior, los tubos de cultivo se pesaron antes y después de colocar el 

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 rápido y en cuya superficie se 

forman los embriones somáticos. Los callos seleccionados se pasaron a medio de 

regeneración, en el cual permanecieron durante cuatro semanas. 
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En todas las etapas de cultivo, se realizaron evaluaciones cualitativas para 

definir la respuesta del callo en cada medio de cultivo. A estas evaluaciones se les 

determinó "Parámetros biológicos", y son los siguientes: 

1.- Presencia de raíces, (señalando cualitativamente con cruces en 

forma creciente su abundancia) 

2.- Textura del callo 

3.- Consistencia del callo 

4.• Coloración del callo 

6.- Número de callos muertos 

Número de plántulas regeneradas 

La evaluación de estos parámetros 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 

somática) de suma importancia para este trabajo, 
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Parámetros histológicos 

Así mismo, se realizó un análisis histológico de los cultivos de cada etapa 

(inducción, mantenimiento y regeneración), poniendo especial interés en el 

comportamiento de los callos en el medio de regeneración, es por ello que para 

este caso se tomaron muestras al tiempo cero y a los 6 y 10 días después de haber 

sido colocados en este medio. También se tomó en cuenta la intensidad de las 

zonas verdes de cada muestra, para separarlas y trabajarlas como muestras 

independientes. 

Como control inicial, se realizó el análisis histológico de los embriones 

maduros e inmaduros utilizados para la inducción del callo, con la finalidad de 

describir las características de los tejidos que dieron origen a los cultivos 

embriogénicos. 

V.1.1.-TÉCNICAS HISTOLÓGICAS PARA MICROSCOPIO ÓPTICO (JOHANSEN, 1174). 

A continuación, se describe la técnica utilizada para obtener preparaciones 

histológicas, las cuales fueron observadas al microscopio óptico en los sistemas de 

campo claro, campo obscuro y contraste de fases, en aumentos de 10X, 20X y 50X. 

a) Fijación 

Las muestras obtenidas de diferentes zonas de los callos, fueron colocadas en una 

solución fijadora FM, durante 5 días. Dicha solución se compone de: 

Reactivo Volumen (m111) 

Formaldehído 100 	• 

Ácido acético glacial 50 

Alcohol etílico al 96% 500 

Agua corriente 	 350 
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Una vez fijado el material se procedió a deshidratarlo. 

b) Deshidratación e impregnación en Paraplast 

Después de los 5 días de exposición en la solución 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 impregnación del tejido en paraplast también se realizó de manera gradual, 

como sigue: 

Etanol absoluto-Xilol (1:1) 	30 minutos 

Paraplast-Xilol 	  24 horas 

Paraplast líquido a 56°C 	 24 horas 

La mezcla de Paraplast-Xilol y el Paraplast liquido fueron mantenidas en estado 

líquido dentro de una estufa a 56 t 2°C . 

c) Inclusión de los tejidos 

Para la inclusión, se utilizó Paraplast de punto de fusión 54-56 °C, la cual fue 

mantenida en estado líquido dentro de una estufa a 56 t 2 °C. Se utilizaron moldes 
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de cartulina de 2 X1.5 cm, en cada bloque de Paraplast se colocó sólo una muestra 

de callo, observada a través del microscopio estereoscópico y con ayuda de una 

aguja de disección, se acomodó en la parte media del bloque y finalmente se dejó 

enfriar durante 24 h y posteriormente se procedió a cortar. 

d) Obtención de cortes 

Los cortes fueron de 9µm de grosor, empleando un microtomo de rotación 

marca American Optical Los cortes se colocaron en un baño de flotación que 

contenía gelatina (0.5 gil) disuelta en agua corriente a una temperatura de 45 °C. 

Una vez que el corte estaba bien extendido se colocó sobre el portaobjetos y por 

último se dejó secar a temperatura ambiente. 

e) Eliminación de Paraplast 

Para eliminar el Paraplast, los portaobjetos que contenían 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 5 minutos 

cada uno). Para eliminar completamente los residuos de Paraplast, los cortes se 

pasaron por una serie gradual de etanol como se indica a continuación: 

Etanol absoluto 	 3 minutos 

96 %   3 minutos 

85 %   3 minutos 

70 %   3 minutos 

50 %   3 minutos 

30 %   3 minutos 

Agua corriente 	 3minutos 

42 



f) ?loción de los cortes 

Para la tinción se utilizó la técnica de Safranina-Verde rápido, propuesta por 

Johansen. (1974), tal como se presenta en la tabla No. 3. 

Ya que los cortes se lavaron con agua corriente se colocaron en una solución de 

Safranina-Fenol durante 24 h, cuando concluyó este tiempo los cortes se 

enjuagaron cuidadosamente con agua corriente y se hicieron pasar de nuevo por 

una serie gradual de alcoholes y verde rápido de la siguiente forma: 

Etanol 30 % 	 3 minutos 

50 % 	 3 minutos 

70 % 	 3 minutos 

96 % 	 1.5 minutos 

Verde-rápio 	 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 procedió al montaje de las 

preparaciones con bálsamo de Canadá. 

Las preparaciones se dejaron secar a 30 * 2°C, y una vez que se secaron, 

quedaron listas para su análisis al microscopio óptico. 
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Tabla No 3.Técnica de preparación de colorantes Safranina-Verde rápido, 

propuesta por Johansen. (1974). 

1.•Safranlna-fenol 

En 500 ml de agua corriente se disolvieron 0.5 g de safranina, 

posteriormente se añadieron 130 g de sulfato de amonio y 0.1 g de fenol, una vez 

disueltos estos reactivos, la solución se aforó a un litro con agua corriente. 

2.•Verds rápido 

Se pesaron 0.75 g de verde rápido y de disolvieron en 250 ml de etanol al 96 

%. Esta solución se agitó durante 30 minutos y después se filtró. 
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V.7.2.TÉCNICAS BIOQUÍMICAS 

I) Marcaje radiactivo de material biológico (Perez et al., 1978). 

Los isótopos radiactivos utilizados en este trabajo fueron: 

1.- Prolina, L-[ 14C - 	Actividad específica: 290.0 mCi/mmol 

2.- Metionina, L-( 356) - Actividad específica: 1175 mCi/mmol 

Los isótopos provinieron de New England Nuclear Co. 

Procedimiento 

Aproximadamente 10 g de material biológico (callo) ya seleccionado se 

colocó en un matraz Erlermeyer que contenía 15 ml de medio de cultivo N6 líquido 

(cuidando que el tejido calloso se encontrara cubierto por el medio de cultivo), el 

cual carecía de prolina o de hidrolizado de caseína, según fue el isótopo con el 

que se trabajó, es decir, L-prolina-
14

C o L-metionina-366 respectivamente. 

A continuación en la campana de flujo laminar y bajo condiciones estrictas de 

asepsia, se dió un pulso radiactivo. Con una micropipeta de 501l se adicionaron 10 

pCi de L-prolina-
14

C (290.0 mCi/mmol) o 30 pCi de L-metionina-35S (1175 

mCi/mmol) al medio de cultivo. Ya que se dió el pulso, el matraz se selló con papel 

aluminio, se incubó en agitación (100 rpm) y obscuridad constante a 26 ± 2 °C 5 h 

para la L- prolina-14C o 14 h para la L-metionina-36S. Al final de este periodo se 

dejó sedimentar el material celular, se decantó el medio de cultivo, por último la 

muestra se lavó con medio de cultivo nuevo (esto se realizó con la finalidad de 

eliminar el exceso de marca), el cual se eliminó decantando nuevamente. 

La muestra ya lavada, quedó lista para procesarla y obtener proteínas de pared, o 

bien se almacenó a -70 °C. 

En lo que respecta a la radiactividad, fue sumamente importante tomar las debidas 

precauciones para almacenar correctamente el material al Igual que el manejo de 
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los desechos. Además de ésto, los espacios y materiales utilizados se lavaron 

minuciosamente para evitar contaminación (Amersham. Life Science, 1995). 

II) Obtención de proteínas de pared (Hood et al., 1988) 

La muestra ya marcada se pulverizó en presencia de nitrógeno líquido hasta 

que se observó un polvo blanco, posteriormente se adicionaron 8 ml de una 

solución de acetato de potasio al 0.1 %, tiosulfato de sodio 4 mM a pH 5. Se dejó 

descongelar homogenizando muy bien la mezcla, ya descongelada se centrifugó a 

2, 000 rpm (636 g, rotor Beckman JS-13.1) durante 10 minutos en una centrifuga 

Beckman J2-21 MIE. Una vez centrifugada la muestra, se separó el sobrenadante 

(A) del precipitado (B) y se procedió a trabajarlos por separado como se describe a 

continuación: 

Sobrenadante (A) 

Se centrifugó a 15,000 rpm (27,200 g , rotor Beckman JA-20) por 30 minutos, 

se desechó el sedimento y al nuevo sobrenadante se le adicionó una décima parte 

del volumen total de TCA al 100%, se colocó a 4 °C durante toda la noche. Al día 

siguiente se centrifugó a 5,000 rpm (3,980 g, rotor JS-13.1 ) por 15 minutos. 

Después de ésto, el sedimento se congeló a -70 °C . Se midió el volumen del 

sobrenadante, del cual se tomaron 100 d y se vertieron en 5 ml de líquido de Bray 

para medir la radiactividad en el contador líquido de centelleo. La radiactividad 

medida se utilizó como valor de poza, para corregir el valor de incorporación del 

isótopo en cada muestra. 

Precipitado (B) 

El precipitado proteico se lavó con 6 ml de Nonident P-40 (detergente no 

iónico) al 0.5 %, se resuspendió con una espátula y se centrifugó a 2,000 rpm (636 
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g, rotor JS-13.1 ) durante 10 minutos. El sobrenadante se eliminó y el sedimento se 

resuspendió en 10 ml de una solución de tiosulfato de sodio 2 mM (frío), se 

centrifugó a 2,000 rpm (636 g, rotor JS-13.1) durante 10 minutos, ésto se repitió 6 

veces. El sedimento se resuspendió con 10 ml de cloruro de calcio 0.2 M, se dejó a 

4 °C durante toda la noche. Al siguiente día la mezcla se centrifugó a 12,000 rpm 

(17,400 g, rotor JA-20) por 15 minutos. El sobrenadante se depositó en un matraz 

Erlenmeyer de 250 ml y se adicionaron 5 volumenes más de acetona. El matraz se 

selló perfectamente y se colocó toda la noche a 4 °C, al siguiente día se centrifugó 

su contenido a 5,000 rpm (3,980 g, rotor JA-20) por 15 minutos. El sobrenadante se 

desechó y el sedimento obtenido corresponde a las proteínas de pared, el cual se 

resuspendió en el mínimo de agua desionizada estéril en un tubo Eppendorf y se 

congeló a -70 °C. 

Todo el procedimiento se realizó manteniendo la muestra en frío y para proteger a 

las proteínas a todas las soluciones empleadas se les adicionó PMSF y 

Benzamidina que son inhibidores de proteasas; ambos reactivos fueron empleados 

en una concentración de 1 mM, ver tabla No. 4. 

III) Preparación de soluciones para obtener proteínas de pared celular 

Solución I 

Acetato de potasio 0.1 % 

Tiosulfato de sodio 4mM 

Ajustar a pH 5 

Solución III 

Tiosulfato de sodio 2mM 

Solución II 	 Solución IV 

Nonident P-40 al 5 % 	 Cloruro de calcio 0.2 M 
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Tabla No. 4. Preparación de soluciones madre de inhibidores de proteasas 

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

Se pesó el reactivo y se disolvió en acetona para tener un stock de 100 mM. 

De dicha solución se tomó 1 ml y se adicionó a 99 ml de cualquiera de las 

soluciones anteriores (I a IV), para tener una concentración final del inhibidor de 

1mM. 

2.- Benzamidina 100 mM 

Se pesó el reactivo y se disolvió en agua desionizada estéril. Para tenerlo a 

una concentración final de 1mM y se procedió de igual forma que con el PMSF. 

liii) Determinación de la cantidad de proteína por espectrofotometría 

Elaboración de la curva patrón 

La cantidad de proteína para cada muestra se determinó por el método de Bradford 

(1976). 

No. celda [NI Albumlna Vol. de sol. madre 

de albumina pl) 

Vol. de agua para 

completar a 800 pl 

Vol.de solución 

Bradford (µ1) 

1 0 0 800 200 
2 5 4 796 200 
3 10 e 792 200 
4 15 12  788 200 
5 20 18 784 200 
6 25 20 780 200 
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Preparación de las celdas, para obtener los valores con los que se construyó la 

curva patrón. Lo primero que se hizo fue preparar una solución madre de albumina 

a una concentración de 1.25 mg/ml. Posteriormente se enumeraron las celdas del 1 

a 6 y con micropipetas se adicionaron los µI de la solución madre de albumina, que 

corresponde a la concentración conocida de dicha proteína. Se adicionó el volumen 

de agua correspondiente para completar un volumen de 800 µI y por último se 

adicionaron 200 11 de solución Bradford para tener un volumen final en cada celda 

de 1 mi. Para homogenizar el contenido de la celda se selló con parafilm y se agitó 

cuidadosamente. La celda número 1 sirvió de blanco, por tanto se utilizó para 

calibrar. Las lecturas se hicieron a 575 nm en un espectrofotómetro BECKMAN. 

Cuando ya se tuvieron los valores de absorbancia se procedió a graficarlos contra 

la concentración de proteína en pg . 

Preparación de la muestra problema 

En una celda se colocaron 10 µI de la muestra de proteína, posteriormente 

se adicionaron 790 µI de agua desionizada estéril (para completar a 800 µI) y 

finalmente se agregaron 200 µI de solución Bradford. Con los valores de 

absorbancia obtenidos se determinó la concentracón en µg de proteína de cada 

muestra. Los valores de absorbancia obtenidos deben caer dentro de la curva 

patrón, cuando no fue así, se preparó nuevamente otra celda aumentando o 

disminuyendo el volumen de la muestra según fue el caso, hasta que se obtuvo un 

valor adecuado. Esto último tuvo la finalidad de obtener valores más precisos y 

confiables acerca de la cuantificación de proteína que se tenía en cada muestra. 

Preparación del reactivo de Bradford 

Se disolvieron 100 mg de azul de Coomassie en 50 ml de etanol al 95 %. Se 

añadió a esta solución 100 ml de ácido fosfórico al 85 % (p/v), se diluyó la solución 

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), ácido 

fosfórico = 0.5 % (p/v). La solución final se hizo pasar a través de papel filtro 

Whatman # 42 sin vacío. 

iiiii) Hidrólisis de proteínas de pared 

Las proteínas se hidrolizaron de acuerdo al método reportado por Lucas y 

Sotelo (1982), en la siguiente forma: una cantidad conocida de proteína se colocó 

en tubos pyrex de 8 ml de capacidad y con tapa de rosca, se adicionaron 3 ml de 

HCI 6N y las muestras se colocaron en nitrógeno líquido para congelarlas, se 

eliminó el oxígeno con una corriente de N2 y los tubos se colocaron a 120 °C 

durante 4 h. El HCI se evaporó en una estufa con vacío a 60 °C y la muestra se 

resuspendió nuevamente en 1 ml de HCI, se repitió el proceso anterior. La muestra 

ya hidrolizada se resuspendió en 300 µI de agua desionizada estéril, se filtró en 

papel filtro Whatman d 50 y con vacío. A la muestra ya filtrada se le ajustó el pH a 

6.8 y así quedó lista para ser aplicada en la placa de cromatografía. 

111111) Cromatograffa bidimensional en capa fina de celulosa (Smith, 1988) 

Preparación de las placas 

Se utilizaron placas de celulosa Polygram Cell 300 UVa 54 (Macherey - 

Nagel, Germany). Originalmente 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 determinación del Rf de 

los aminoácidos de Interés: prolina y/o hidroxiprolina. 
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Corrimiento de la muestra 

La muestra de proteína ya hidrolizada fue aplicada gota por gota, esperando 

cada vez que la gota anterior se secara por completo. Una vez que se terminó de 

aplicar la muestra, se corrió el primer sistema en forma vertical ascendente (Smith, 

1968). Los solventes para la primera dimensión fueron: piridina, acetona, hidróxido 

de amonio y agua destilada (45:30:12.5:12.5) en este sistema se eluyó una sola 

vez y el eluyente se dejó llegar hasta la marca del margen. La placa se secó 

durante dos horas a temperatura ambiente, ya seca se corrió el segundo sistema. 

Los solventes para esta segunda dimensión fueron: isopropanol, ácido fórmico y 

agua destilada (80:10:10), es pertinente mencionar que en este sistema la elución 

se realizó dos veces, dejando secar la placa durante dos horas cada vez; esto con 

la finalidad de obtener una mejor separación de los aminoácidos. 

El paso siguiente fue revelar la placa con una solución reveladora 

constituida por 2.5 g de ninhidrina, 0.05 g de isatina, 10 ml de 2,4-lutidina y 1000 ml 

de acetona. La placa se reveló con ayuda de un aspersor mediante el cual se 

distribuyó el revelador por toda la placa, se dejó secar unos minutos y 

posteriormente se pasó por una parrilla caliente (calor soportable por el tacto) 

hasta que aparecieron las manchas de los diferentes aminoácidos que constituyen 

a la proteína. 

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

estándar de estos aminoácidos. Para determinar los niveles de 

prolina/hidroxiprolina, las manchas correspondientes en la placa fueron raspadas y 

colocadas en 5 ml de líquido de Bray, agitando para disolver la muestra con ayuda 

de un vortex. Se dejó reposar durante 24 horas y después se midió la radiactividad 

correspondiente. 

Las cámaras de cromatografía 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 cámara se colocó en la base de ésta 

una tira de papel filtro y después se colocó la placa. 
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Determinación del Rf 

Rf distancia de la muestra 
distancia del frente 

Preparación de los eluyentes para cromatografla 

1.- Eluyente para el primer sistema (de carácter básico) 

Piridina 	 45 ml 

Acetona 	 30 ml 

Hidróxido de amonio _12.5 ml 

Agua destilada 	12.5 ml 

2.- Eluyente para el segundo sistema (de carácter ácido) 

isopropanol 	80 ml 

Ácido fórmico 	10 ml 

Agua destilada 	10 ml 

3.- Preparación del revelador 

Ninhidrina 	0.25 g 

lsatina 	 0.005 g 

2,4-Lutidina 	1.0 ml 

Se atora con 100 ml de acetona 

4.- Preparación del liquido de Bray 

2,5-difeniloxazol (PPO) 4,0 9 

Naftaleno 60.0 g 

Etilenglicol 20.0 ml 

Metanol 100.0 ml 

52 



[2,2-pfenil bis (5-feniloxasol)] (POPOP) 	0.2 g 

Se atora a 1000 ml con dioxano 

iiiiiii) Electroforesis en geles de poliacrilamida 

El sistema de elec,roforesis en geles de poliacrilamida con SDS (Dodecil 

sulfato de sodio) que se utilizó fue el propuesto por Laemmli et al. (1970). Para lo 

cual se empleó el equipo para electroforesis en placa (modelo SE-500) de Hoefer 

Scientific Instrumente. 

Preparación de los geles 

Gel separador: 10.2 ml de solución 1 (Acrilamida 30 % y Bisacrilamida 0.8 

%) fueron mezclados con 11.8 ml de la solución II (Tris-HCI [Tri (hidroximetil) 

aminometanolj 0.75 M a pH 8.8, SDS 0.2 % y 10 µI de TEMED (N,N,N,N-

Tetrametiletilenodiamina), se desgasificaron por 2 minutos y se agregaron 100 µI 

de persulfato de sodio al 20 %. La mezcla fue utilizada para formar 10 cm del gel 

separador de poliac,rilamida al 14 %. 

Gel condensador: 2.6 ml de la solución I fueron mezclados con 5.5 ml de la 

solución III (Tris-HCI 0.25 M a pH 6.8, SDS 0.2 % ), 2.9 ml de agua y 10 µI de 

TEMED. La mezcla se desgasificó por 2 minutos y se agregaron 100 µI de 

persulfato de sodio al 20 % . Esta mezcla se utilizó para formar el gel que 

contuviera la muestra de proteína (su concentración fue 7 % de acrilamida). 
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Condiciones de corrida 

El buffer de corrida que se utilizó 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 proporcionó mediante 

un sistema de agua corriente. 

TInción y secado de los geles 

Al finalizar el tiempo de corrida, los geles fueron sacados de la cámara y 

claramente identificados. Se tiñeron con una solución de azul de Coomassie al 0,2 

% en ácido acético al 7 % y metanol al 50 %, durante toda la noche. Al siguiente 

día se destiñeron con una solución de ácido acético al 7 % y metanol al 30 % por 
24 h. 

Los geles desteñidos se colocaron en una solución de glicerol al 2 % y 

etanol al 35 % durante 30 minutos, después se pasaron a una solución de 

salicilato de sodio 1 M a pH 6, finalmente se pusieron sobre un papel filtro grueso y 

se cubrieron con papel egapac. El sacado se hizo al vacío durante 2 h a 60 °C en 

un secador de geles (B10 RAD, modelo 224). 

Autoffadlografla 

El gel seco fue expuesto a una placa fotográfica (películas para radiografía 

clínica Cronex de Accesolab) durante tres semanas a -70 °C, empleando 

Intensificadores (DUPONT). Finalmente la placa se reveló. 
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V1.-RESULTADOS 

VI.1,- EFECTO DE LOS FITORREGULADORES EN LA INDUCCIÓN DE CALLO A PARTIR 

DE EMBRIÓN MADURO E INMADURO DE MAIZ TUXPEÑO. 

II- Inducción de callo a partir de embrión completo (maduro) 

El medio de cultivo para la inducción de callo fue el N64, ya que en trabajos 

anteriores en nuestro laboratorio resultó ser favorable para otros genotipos de 

maíz (García et al., 1993). Este medio está suplementado de 4 mg/I de MCPP 

(auxina sintética), 3% de sacarosa. 

De los 1600 embriones completos que se sembraron, se obtuvo una 

cantidad total de 552.2 g de callo y un rendimiento de 0.345 g ± 0.1. 

Posteriormente se probaron dos tipos 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 embrión. En el caso de ejes embrionarios se 

registró 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 N64  resultó favorable en la inducción de callo para maíz 

Tuxpeño. 

b) El mejor explante para generar callo fue el embrión completo. 

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

friable, con regiones de crecimiento en la superficie. Poco desarrollo de plántulas y 

casi no se presentaron raíces. 
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Hl-Inducción de callo a partir de tejido maduro (embrión completo y 

eje embrionario) en presencia y ausencia de AgNO, 

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

el medio de cultivo N62 es el más adecuado para la inducción de callo de maíz; 

destacando que la presencia del nitrato de plata es indispensable durante la 

inducción tanto para que se forme el callo, como para que en los cultivos se 

manifieste una respuesta morfogénica (brotes y/o embriones somáticos). 

Tomando en cuenta los resultados reportados en estas investigaciones se indujo 

callo empleando este sistema. Se emplearon dos tipos de explantes (embrión 

completo y eje embrionario), 800 de cada uno. La siembra se realizó siguiendo dos 

modalidades, por una parte el medio de cultivo careció de AgNO3, y por otra 

adicionando dicho compuesto. El tiempo de inducción fue de 3 semanas y la 

incubación fue en obscuridad. 

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes: 

Con embrión completo y sin AgNO3, el rendimiento fue de 0.374 g de 

callo por embrión (total: 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 callo). Cuando se indujo la formación del tejido calloso en presencia de este 

compuesto, en embrión completo se registró un rendimiento de 0.47 g de callo por 

embrión (de 376 g de callo obtenido) yen eje fue de 0.16 g de callo por eje (de 128 

g de callo obtenido). 

Estos resultados indican que para embriones completos utilizando el medio de 

cultivo N62, adicionado de Dicamba y de AgNO3  (Fig. No. 2A), se mejoró en un 27 % 

la inducción 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 raíces ni plántulas. 

iii).-Inducción de callo a partir de embriones inmaduros en presencia y 

ausencia de AgN01. 

Debido a que el estado de desarrollo es un factor importante tanto para 

el establecimiento del cultivo como para la inducción de morfogénesis (Vasil, 1982; 

Komamine , 1990 y Bohorova ,1992), se utilizaron embriones inmaduros (con dos 

semanas después de la polinización) para inducir callo, siguiendo el protocolo del 

experimento anterior, sólo que en este caso únicamente se trabajó con embrión 

completo. 

Los resultados obtenidos, indican que en ausencia de AgNO3  se obtiene un 

rendimiento similar al grupo que mostró mejores resultados en el experimento 

anterior (0.47 g de callo por embrión), ésto indica que manejar tejidos jovenes 

también puede hacer que la respuesta de inducción de callo mejore. Por otra parte, 

cuando se utilizó AgNO3, la formación de callo fue bastante satisfactoria, ya que se 

obtuvo un rendimiento de 0.60 g de callo por embrión. 

Para ambos grupos las características de los callos fueron similares; su coloración 

fue blanquecina, textura granular, consistencia compacta y carecieron de plántulas 

y de raíces. 

Las respuestas que se obtuvieron en estos experimentos se indican en la tabla No. 

5, a continuación , se procedió a probar diferentes protocolos para obtener callos 

con características embriogénicas. 
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Cuadro No. 5. Inducción de callo a partir de embrión maduro (embrión completo y 
eje embrionario) e inmaduro de Maíz Tuxpeño, En cada ensayo se 
presentan tanto las cantidades totales de callo obtenido al final 
del periodo de inducción, así como el rendimiento del explante 
utilizado en cada caso, 

Factores 1 II Ili 

Explante (s) Eje embrionario y 
embrión completo 
maduro 

Eje embrionario y 
embrión completo 
maduro 

Embrión inmaduro 

Auxina MCPP Dicamba Dicamba 

Medios N64  N62  N62  

Producción 
total de callo 
en g 

Eje embrionario = 152 

Embrión completo = 552 

Sin AgNO3 
Eje embrionario = 72 
Embrión completo = 299 

Con AgNO3 
Eje embrionario =128 	. 
Embrión completo = 376 

Sin AgNO3 ii 376 

Con AgNO3 ■ 480 

Rendimiento 
en g de callo 
por explante 

Eje embrionario = 0.19 

Embrión completo = 0.35 

Sin AgNO3  
Eje embrionario = 0.09 
Embrión completo = 0.37 

. 
Con AgNO3  
Eje embrionario = 0.16 
Embrión completo = 0.47 

Sin AgNO3= 0,47 

Con A NO3= 0.60 
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1/1.2. OPTIMIZACIÓN DEL SISTEMA PARA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA. 

VI.2.1. PRIMER EXPERIMENTO PARA LA OBTENCIÓN DE CALLO EMBRIOOÉNICO A 

PARTIR DE EMBRIONES MADUROS DE MAIZ. 

Para la obtención del material biológico con características embriogénicas, 

se emplearon como explantes embriones maduros, de la misma forma en que se ha 

venido trabajando en el laboratorio (Sánchez y Albores, 1979; Sanchez, et al., 

1981; Sánchez et al., 1983; Sánchez, et al., 1988; García et al., 1993). 

En nuestro sistema de cultivo, para este propósito se utilizó AgNO, e 

incrementos de sacarosa en el medio de cultivo, porque como se mencionó 

anteriormente está reportado en trabajos anteriores (Fransz y Schel, 1991; 

Komamine et al., 1990), que estos dos elementos estimulan la formación de callos 

embriogénicos y por lo tanto de embriones somáticos. Así mismo se definió cual es 

la etapa del cultivo más adecuada para la adición de estos dos compuestos. 

• Otros experimentos se realizaron con la finalidad de dar una respuesta 

concreta a la incógnita que se ha reportado respecto a la diferencia en la formación 

de callo si se emplea como explante inicial embrión completo o el eje embrionario. 

Tomando en cuenta estos factores y las condiciones de cultivo que se han definido 

en trabajos anteriores, se presenta a continuación el análisis del proceso desde la 

inducción del callo hasta su respuesta cuando se coloca en un medio de 

regeneración. 

Los explantes utilizados para la Inducción de callo fueron: embrión completo 

(eje embrionario junto con el escutelo) y eje embrionario. Cada tipo de explante se 

colocó por separado en el medio de Inducción N62, en presencia o ausencia de 

AgNO3. El tiempo de inducción fue de 3 semanas. Posteriormente se hizo la 

primera resiembra del callo obtenido, empleando el medio N61. Al final del período 
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de incubación (2 semanas) se realizó la segunda resiembra, en este caso los 

cultivos obtenidos en presencia de AgNO3  se resembraron en medio N618, mientras 

que los callos que se obtuvieron en ausencia de AgNO3 en medio N61A. 

En la tercera resiembra también se emplearon dos medios diferentes, ya 

que en esta etapa del cultivo, el material se dividió en dos partes: una fue 

resembrada en el medio N61  (medio de mantenimiento) y otra se colocó en medio 

N60  (sin fitorreguladores) para propiciar la regeneración. Al final del tiempo de 

incubación se realizó la primera evaluación de los cultivos (Tabla No. 6). 

Posteriormente, todos los callos se colocaron en el medio N60, (lo cual corresponde 

a la cuarta resiembra) y al finalizar las cuatro semanas de incubación se evaluaron 

por segunda vez (Tabla No. 7). Cabe mencionar que para cada tratamiento se 

trabajó con 50 callos. 

Los resultados cualitativos fueron los siguientes: 

1.- Inducción de callo 

En todos los grupos la formación de callo fue favorable, sin embargo, se 

presentaron algunas características particulares, esto es, el tamaño de los callos 

provenientes de embrión completo fue mayor (1.5 cm de diámetro) que los 

provenientes de eje embrionario (0.5 cm de diámetro), la consistencia de los 

cultivos en presencia de AgNO3 fue más compacta y de coloración amarillo claro; 

en tanto que los cultivos que carecieron de dicho compuesto, se caracterizaron por 

ser friables y de coloración blanquecina, (Fig. 2C y 2D). También es importante 

mencionar que en los cultivos no hubo de raíces ni plántulas. 
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2.• Resiembras 

Durante la primera resiembra los callos presentaron raíces pequeñas y las 

características de consistencia, friabilidad y coloración que presentaron al final de 

la inducción se reafirmaron, En cuanto al crecimiento se observó que fue mejor en 

los callos provenientes de embrión completo. 

En la segunda resiembra, por una parte los callos que se indujeron en 

presencia de AgNO3  presentaron regiones compactas y blanquecinas en la 

superficie, observándose estructuras nodulares, que por su apariencia podrían ser 

embriones somáticos. 

Por otro lado, los callos que se originaron en ausencia de AgNO3 cambiaron su 

coloración de blanquecina a amarillenta, se observaron zonas viscosas, de las 

cuales surgieron estructuras nodulares, que también podrían ser embriones 

somáticos. 

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

En las evaluaciones realizadas al final de la tercera y cuarta resiembra, los cultivos 

se clasificaron de acuerdo a su trayectoria de cultivo, quedando de la siguiente 

manera: 

Grupo a: Provenientes de embrión completo, inducción sin AgNO3  y en la tercera 

resiembra se colocaron en el medio Mi, 

Grupo b: Provenientes de embrión completo, inducción sin AgNQ3  y en la tercera 

resiembra se colocaron en el medio N60. 

Grupo A: Provenientes de eje embrionario, inducción sin AgNO3  y en la tercera 

resiembra se colocaron en el medio N61, 
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Grupo 13: Provenientes de eje embrionario, inducción sin AgNO3 y en la tercera 

resiembra se colocaron en el medio Neo, 

Grupo a': Provenientes de embrión completo, inducción con AgNO3  y en la 

tercera resiembra se colocaron en el medio MI. 

Grupo b': Provenientes de embrión completo, inducción con AgNO3  y en la 

tercera resiembra se colocaron en el medio NIG. 

Grupo A': Provenientes de eje embrionario, inducción con AgNO3  y en la tercera 

resiembra se colocaron en el medio Net  

Grupo B': Provenientes de eje embrionario, inducción con AgNO3  y en la tercera 

resiembra se colocaron en el medio Nee, 

3.- Evaluaciones: 

Primera evaluación de regeneración 

Se tomaron al azar 50 callos de cada grupo y al final de la tercera resiembra, 

los cultivos que se originaron de embrión completo presentaron raíces abundantes 

de diversos tamaños, mientras que en los obtenidos de eje embrionario casi no se 
observaron dichas estructuras. Por otra parte, se registró un alto número de 

estructuras nodulares (170) y los primeros indicios de regeneración (presencia de 

zonas verdes) en los cultivos que se originaron de embrión completo en presencia 

de AgNO3  (grupo b'), le siguen los los cultivos que se originaron de ambos tipos de 

explantes, pero sin AgNO3 y que antes de ser colocados en el dedio de 

regheneración, pasaron por un medio adicionado de dicho compuesto y 6 % de 
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sacarosa (grupos b y B), Los parámetros cualitativos que se evaluaron se 

presentan en la tabla No. 6. 

Segunda Evaluación 

Al finalizar la cuarta resiembra se llevó a cabo la segunda evaluación. En este 

caso, todo el material se encontraba en medio de regeneración, por tal motivo se 

evaluó definiendo solamente el número de brotes o bien de zonas verdes 

(Tabla No. 7). Además se describieron las características de los callos, que por 

primera vez habían sido colocados en medio de regeneración, dichos cultivos se 

describieron de la siguiente forma: 

Grupo a: callo café claro, fiable con zonas compactas, protuberancias muy 

evidentes, raíces pequeñas (1-5 mm) y poco abundantes. Presencia de brotes. 

Grupo a': callo amarillo claro, textura granular, consistencia friable/compacta, 

abundantes protuberancias ya diferenciadas a raíces, las cuales en algunos casos 

fueron largas (1-10 cm), con pelos radicales y presentaron una coloración roja. 

Presencia de brotes. 

Grupo A: callo de coloración amarillo obscuro, textura granular, consistencia 

friable y también existieron regiones donde fue compacta, las cuales fueron 

blanquecinas. Protuberancias evidentes, raíces y zonas verdes abundantes. En 

este caso es la primera vez que los cultivos se colocaron en medio de 

regeneración. 

Grupo A': callo amarillo claro, con protuberancias abundantes que se localizan en 

regiones compactas de color blanquecino, raíces poco abundantes, en este caso 
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cabe hacer notar que la consistencia fue friable/compacta, siendo muy marcada la 

combinación. En este tratamiento fue donde se observaron con más claridad los 

brotes. 

Los cultivos de los grupos b', 8, 8' y b, no presentaron regeneración, sólo 

en los dos primeros grupos se localizaron zonas enverdecidas (Tabla No. 6). 

Por los resultados que se obtuvieron en este experimento y que se 

presentan en las tablas 6 y 7, se pudo concluir lo siguiente: 

1.- Empleando como explante inicial al embrión maduro, si es posible obtener 

callos embriogénicos y regenerativos 

2.- El AgNO, es un factor importante que favorece al proceso de regeneración, 

siendo mayor su efecto cuando se emplea en etapas tempranas del cultivo (cultivos 

del grupo A'). 

3.- La adición de AgNOs y de concentraciones altas de sacarosa al medio de 

cultivo, tienen mejor acción (regeneración ylo formación de embriones somáticos) si 

se aplican por separado, es decir, si en una resiembra se adiciona un compuesto y 

en la siguiente el otro (cultivos de los grupos a', de la tabla No 7 y b', de la tabla 

No. 6 ;notase la producción de estructuras nodulares). 

4.- Por las características de los cultivos que se colocaron por primera vez en 

medio de regeneración ( a, a' , A y A' ), y la respuesta de formación de brotes yto 

zonas verdes, tal parece que el tejido debe recuperarse del choque osmótico al 

que fue sometido cuando se adicionó la sacarosa, para que finalmente se dé la 

regeneración. 



Diagrama de flujo No.1. 
Optimización de un sistema para embriogénesis somática. 

De maíz Tuxpefio maduro. 
Explante: Embrión completo 

Eje embrionario 

Inducción 
de callo 

1° Resiembra 

r Resiembra 

3/8  Resiembra 

111  Sistema 

N62  sin AgNO3  

1 Nti 

P461A 	N61A 

N61  P1161 N60 	P4161 N60 

2° Sistema 

1462  con AgNO3  

/ 
N61 	N61  

N6is 	N619 

N61  14460 	N61 N60 

(a) (b) 	(A) (8) 
	

(al (b) 	(Al (En 

1°. Evaluación 
	

Al término del período de incubación 

4° Resiembra 
	

N60  
REGENERACIÓN 

2°. Evaluación 
	

Al finalizar las cuatro semanas de incubación. 
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Tabla No. 6.- Primera evaluación de callos embriogénicos, obtenidos a partir de embriones 
completos y ejes embrionarios de maíz tuxpetio. 

GRUPO No. DE 
CALLOS 
EMBRIO- 
GENICOS 

RAIZ No TOTAL 
DE 

~TUSE- 
RANCIAS 

TEXTURA CONSISTEN- 
CIA 

COLOR PRESENCIA 
DE 

ZONAS 
VERDES 

a 20 — 27 granular friable café claro no 

b 42 inot 90 granular friablelcompact 
a 

amarillo claro no 

a• 23 icoc 39 granular friable café claro no 

e• 45 XXX 170 granular friable amarillo oscuro si 

A 31 — 57 granular friable amarillo claro no 

8 30 iot 80 granular friable/compact 
a 

amarillo oscuro el 

A 19 x 23 granular friable/compact 
a 

café claro no 

B• 9 x 47 granular friable café oscuro no 

Se emplearon 50 callos so cada tratamiento 
a - muy pocas raíces (1 -5) 
ioc 	pocas raíces. (5 - 20) 
sis • muchas raíces (mis da 20) 
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Tabla No. 7- Segunda evaluación de callos embriogénicos para determinar la 
respuesta de regeneración. 

GRUPO a b a' b' A B A' B' 

Zonas verdes 

brotes 

— 

5 

— 

- 

— 

5 

— 

- 

11 

— 

1 

— 

— 

a 

— 

— 
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VI.2.2. SEGUNDO EXPERIMENTO PARA LA OBTENCIÓN DE CALLO EMBRIOGÉNICO 

A PARTIR DE EMBRIÓN MADURO DE MAI. 

Por los resultados obtenidos del primer experimento se consideró pertinente 

realizar una repetición con la finalidad de verificar el efecto del AgNO3  en la 

respuesta de regeneración cuando éste se adiciona en una etapa temprana del 

cultivo y evaluar el efecto de choque osmótico provocado por incremento de 

sacarosa en el medio. 

La siembra de embriones se realizó en medio de inducción N62, sin AgNO3. 

Al final de las tres semanas de incubación se determinó el rendimiento de 

formación de callo. 

Los cultivos obtenidos se dividieron en la misma proporción en dos grupos: 

El primer grupo de callos que se colocó durante la primera resiembra en medio 

N6,, que se utiliza para el mantenimiento de callo, posteriormente en la segunda 

resiembra se empleó el medio N61,A, debido a que en este caso se adicionaron al 

mismo tiempo el AgNO3  y el incremento de sacarosa (ver tabla No. 2). Ya en la 

tercera resiembra los cultivos se dividieron nuevamente en dos grupos: el "a" que 

se colocó en medio N61  y el "b" el cual pasó a medio de regeneración N60. 

Una vez que concluyeron los tiempos establecidos de incubación (dos y cuatro 

semanas respectivamente), se procedió a realizar la cuarta resiembra, en la cual 

todos los cultivos se colocaron en medio N60. 

El segundo grupo de callo fue resembrado por primera vez en medio N6i,k, sólo 

que en este caso se excluyó el incremento de la sacarosa, más tarde en la 
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segunda resiembra se utilizó el mismo medio que en la resiembra anterior, pero 

ahora se eliminó el AgNO, y sólo se aumentó la cantidad de sacarosa en el medio 

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 planteó desde el inicio, este experimento fue una repetición, motivo 

por el cual en el presente texto no se describen con detalle las características de 

los cultivos durante las resiembras, ya que éstos confirmaron tos resultados del 

experimento anterior, Sólo se realizaron evaluaciones en cuanto a la respuesta de 

regeneración y para ello se manejaron 50 callos por grupo. 

Se obtuvo un total de 212,5 g de callo, con un rendimiento de aproximadamente 

0.15 g por embrión. Los callos obtenidos fueron en su mayoría friables, coloración 

blanquecina y de tipo granular, carecieron de raíces y sólo en algunos casos se 

desarrollaron plántulas pequeñas. Los cultivos se evaluaron al final de la cuarta 

resiembra y los resultados se presentan en la tabla No. 8. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, el AgNO, favoreció tanto la formación de 

estructuras nodulares que probablemente fueron embriones somáticos (es), como 

la regeneración. Además su efecto fue mayor cuando se utilizó en etapas 

tempranas del cultivo, y separado del choque osmótico que se dió al adicionar 6 % 

de sacarosa al medio de cultivo (grupo "A") y tal parece que debe ocurrir 

recuperación del tejido antes de que se generen los brotes. 
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5' Resiembra 

6' Resiembra 

1\ 
Net N6o 

(A) (e) 

N6o N6o 

EVALUACIÓN 

1 
N61 N6o 

Diagrama de flujo No 2 
Optimización del sistema para embriogénesis somática 
de maíz Tuxpeflo maduro. 
Explante: Embrión completo. 

Inducción 	 N62 sin AgNO3  

1 	1 
1° Resiembra 	 N61 	N61A  

(sólo con AgNO3) 

2' Resiembra 

(1°) 	(2°) 

N61A 	N61A  (sólo con 6% 
sacarosa) 
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Tabla No. S.- Evaluación de callos ernbriogénicos, obtenidos a partir de embriones maduros de maíz Tuxpeño. 

PIMER GRUPO 

TRATAMIEN- 
TOS 

No. DE CALLOS 
EMBRIOGÉNICOS 

RAÍZ No DE PROTUBE- 
RANCIAS 

TEXTURA CONSISTENCIA COLOR BROTES: 
ORGANO- 
GÉNESIS 

a 15/50 xxx 

... 

107 (es) granular friable/compacta amarillo 
oscuro 

10 

b 21/50 xxx 53 (es) granular friable/compacta amarillo 
claro 

11 

SEGUNDO GRUPO 

TRATAMIEN- 
TOS 

No. DE CALLOS 
EMEIRIOGÉNICOS 

RAÍZ Ne.DE 
PROTUBE- 
RANCIAS 

TEXTURA COLOR BROTES: 
ORGANO- 
GÉNESIS 

CONSISTENCIA 

A 14/50 xx 74 (es) granular friable/compacta amarillo 
claro 

19 

B 17/50 xxx 122 (es) granular friable/compacta amarillo 
claro 

14 

Se emplearon 50 callos para cada tratamiento 
es e embriones somáticos 
sx e pocas raíces (5 - 20). 
xxx e muchas micas (más de 20). 

71 



VI.2.3. OBTENCIÓN DE CALLO EMBRIOOÉNICO A PARTIR DE EMBRIONES 

INMADUROS DE MAIZ TUXPEÑO 

Muchos autores reportan que es muy importante el estado fisiológico de un 

explante para el establecimiento bajo condiciones In vitro y más aún para la 

obtención de una respuesta morfogénica satisfactoria. En maíz para obtener dicha 

respuesta u deben utilizar embriones inmaduros (Ammirato, 1989; Fransz y Schel, 

1991; Straub e! al., 1992) de no más de tres semanas después de la polinización. 

Por otra parte se ha indicado (Anke e! al., 1993) que cuando un cultivo va 

ha presentar une respuesta morfogénica, lo puede hacer desde las etapas 

iniciales, y que mientras pasa el tiempo, es decir, a mayor número de 

resiembras, el potencial morfogénico disminuye. 

Por lo anterior se planteó un experimento en el que el explante fue embrión 

inmaduro de catorce días después de la polinización. Al igual que el embrión 

maduro, en este caso se consideró la presencia o ausencia de AgNO, y el 

incremento de sacarosa en el medio de cultivo. 

Como se presenta en el diagrama de flujo No. 3, el explante se colocó en el medio 

de inducción N62, el cual para un grupo se adicionó de AgNO, y el otro grupo 

careció de este compuesto. En la primera resiembra se utilizaron tres medios de 

cultivo diferentes: N62  (medio para inducir callo), N61  (medio de resiembra) y N60, 

(medio de regeneración). 

Al finalizar la primera resiembra, los cultivos que se encontraban en el medio N60  

fueron evaluados para definir si presentaban una respuesta inmediata de 

regeneración (Tablas 9 y 10). 
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Los cultivos que se encontraban en medio N61  pasaron al medio N61,, y los 

que estaban en medio N62  se colocaron nuevamente en el medio de inducción. 

Al término de las dos semanas de incubación, se realizó una primera 

evaluación y se hizo la tercera resiembre, en la cual todos los cultivos se 

colocaron en el medio de regeneración. 

La segunda evaluación se realizó cuatro semanas después de este último 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: Inducción sin AgNO3  y transferido e los medios N61 -4 N61A --) N6o. 

Grupo b: Inducción sin AgNO3  y transferido a los medios N62  --> N62  —› N60. 

Grupo c: Inducción sin AgNO3  y transferido en la primera resiembra al medio 

N. 

Grupo A: Inducción con AgNO3  y transferido a los medios N6, --> N61. -4 N60, 

Grupo 11: Inducción con AgNO3  y transferido a los medios N62  —0462  --> N6o. 

Grupo C: Inducción con AgNO3 y transferido durante la primera resiembra al 

medio N60. 
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111  Sistema 2° Sistema 

2•. Evaluación Respuesta morfogénica 

Diagrama de flujo No. 3 
Optimización de un sistema para embriogénesis somática. 

de maíz Tuxpeño inmaduro. 
Explante: Embrión inmaduro (14 días después de la polinización) 

N62  sin AgNO3 	 N62  con AgNO3  

N61 	N62 	1460 	 N61 	N62 	N60  

(a) 	(b) 	(c) 

N61. 	pi62 

1 

N6. 	N6,, 

(A) 	(B) 	(C) 

1 
N610 	N62  

N60 	N60  3• Resiembra 

Inducción 

1 • Resiembra 

2• Resiembra 

1•. Evaluación 
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los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

1.- Inducción de callo 

Los callos se observaron después de la primera semana del cultivo. Cuando 

se trabajó en ausencia de AgNO3, los cultivos fueron de coloración blanquecina, 

consistencia friable, textura granular y tamaño pequeño (0.5 mm de diámetro); no 

hubo necrosis, pigmentación, ni raíces. En general la calidad de callo fue buena. 

Cuando se adicionó AgNO3, los cultivos se caracterizaron por presentar una 

coloración amarillo claro, textura granular, pero a diferencia del grupo anterior la 

consistencia fue compacta y su tamaño también fue mayor (1 cm de diámetro), no 

hubo necrosis ni tampoco raíces. Es pertinente mencionar que las características 

que presentaron estos grupos se aproximaron más a las definidas por Tomes 

(1985) para los callos embriogénicos tipo I, por lo que se eligió este material para 

continuar con los experimentos. 

2.- Primera resiembra 

En la primera resiembra, los grupos a, b, A y t3 (ver diagrama de flujo No. 3), 

mantuvieron las características mostradas en la inducción, pero al final de las dos 

semanas se observaron pequeñas raíces (1-3 mm) poco abundantes. El callo 

presentó un buen crecimiento, por lo que desde el punto de vista cualitativo los 

factores (kinetina, AgNO3, prolina, hidrolizado de caseína, sacarosa) que distinguen 

a los medios N6, y N62  no tuvieron influencia en el crecimiento del cultivo. 
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3.- Resiembras subsecuentes 

La primera y segunda evaluación de los cultivos se realizó al concluir la 

segunda y tercera resiembra respectivamente. Los resultados se muestran en la 

tabla No. 9 para los cultivos del primer sistema (sin AgNO3), y en la tabla No. 10 

para los del segundo sistema ( con AgNO3). 

Los grupos a y b, mostraron la formación de embriones somáticos (es), no 

hubo regeneración por organogénesis (Fig. No.2E), sólo se presentaron raíces (r). 

En los cultivos del grupo c (colocados en el medio de regeneración durante la 

primera resiembra) se obtuvo regeneración, probablemente vía organogénesis, de 

plantas completas; las cuales fueron poco vigorosas y de crecimiento lento. El callo 

que no regeneró se colocó por segunda ocasión en medio N60  y sólo se observó la 

formación de raíces y pocos brotes (3) muy pequeños (3 mm), que no continuaron 

su crecimiento. 

Los resultados de los cultivos que se obtuvieron en presencia de AgNO3, se 

presentan en la tabla No. 10. 

En la primera evaluación, la formación de raíces fue bastante significativa en estos 

callos. 

Durante la segunda evaluación, en los grupos A y B se observó la formación de 

embriones somáticos (es). Además en el grupo A se presentaron raíces largas (3 -

14 cm) y de color rojo y dos brotes que sólo crecieron hasta 1 cm de longitud (Fig. 

No. 2F). En el grupo B sólo se observaron dos regiones de color verde, y no se 

generaron brotes ni embriones somáticos. 

La regeneración, fue más eficiente en el grupo C, ya que se obtuvieron 

plántulas bien desarrolladas, vigorosas y de crecimiento rápido (Fig. No. 2G). Al 

igual que en el caso anterior la regeneración pudo ser vía organogénesis. Cuando 

los callos que no regeneraron se colocaron de nuevo en medio N60, no ocurrió 

formación 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 resultados se puede definir: 

1.- El AgNO, es un factor que incrementa la respuesta de regeneración 

(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 concentración elevada de Dicamba no se presenta 

regeneración (grupos b y 13) y lo mismo ocurre cuando el AgNO, y el incremento 

de sacarosa se aplican al mismo tiempo (a). 

4.- Tal parece que el AgNO, además de ser importante para que se manifieste la 

respuesta de regeneración, también influye en la calidad de la misma, ya que si se 

comparan las plantas regeneradas de los grupos c y C es claro que la calidad de 

respuesta en el grupo Ces mejor. 

d.- La adición de sacarosa y AgNO3, debe ser en tiempos diferentes para que se 

manifieste el proceso de regeneración (grupo A), ya que cuando ambos factores se 

adicionan al mismo tiempo (grupo a) al medio de cultivo no se presenta 

regeneración (grupo b). 

G.- La falta de un choque osmótico provocado por un incremento de sacarosa y la 

presencia de concentraciones elevadas de Dicamba inhiben el proceso de 

regeneración (grupo 13). 
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Tabla No. II.- Primera y segunda evaluación de los cultivos obtenidos en ausencia de AgNO3. 

Primera evaluación, a loe GO días de cultivo a partir de la inducción 

GRUPO No. DE 
CALLOS 

RAÍZ No.DE PROTUBE- 
RANCIAS 

TEXTURA CONSISTENCIA COLOR 

a 42 mot 302 (r) granular friable amarillo 
claro 

b 40 )oot 157 (es y r) granular compacta amarillo 
claro 

c 	Regeneración de 9 plántulas, lo cual equivale a un 56 % de rendimiento. 

Segunda evaluación. a los SO días de cultivo a partir de la inducción 

GRUPO No. DE 
CALLOS 

RAÍZ No.DE PROTUBE- 
RANCIAS 

CONSISTENCIA COLOR TEXTURA 

a 28 )oac 180 (es y r) granular friable/compacta amarillo 
claro 

b 28 x 43 (es y r) granular friable/compacta amarillo 
claro 

c (se presentan raíces y brotes muy pequeños. 

x • muy pocas raíces (1- 6). 
xx • pocas mime - te). 
auct = muchas ralas (más de 20). 
es • ~dones somáticos 
r • raíces 

78 



rt, 

1,7 
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Tabla No.10.- Primera y segunda evaluación de los cultivos obtenidos en presencia de AgNO3. 

Primera evaluación. a los 60 días de cultivo a partir de la inducción 

GRUPO No. DE 
CALLOS 

RAÍZ No DE PROTUBE- 
RANO AS 

CONSISTENCIA COLOR TEXTURA 

A 40 ;as 60 (r) granular friable café 
claro 

B 42 )ooc 17 (es y r) lisa fiable café 
claro 

L 
	

C 	Regeneración de 11 plántulas, lo cual equivale a un 69 % de rendimiento. 

unda evaluación, a los 90 días de cultivo a partir de la inducción 

GRUPO No. DE 
CALLOS 

RAÍZ No DE PROTUBE- 
RANCIAS 

TEXTURA CONSISTENCIA COLOR 

A 26 x 75 (es y r) granular friable/compacta café 
claro 

8 22 x 45 (es y r) granular friable/compacta café 
claro 

C 	no se observan raíces ni brotes. 

X a muy pocas micas (1 -S). 
int • pocas raíces (5 - 20). 
mur a moches raíces (más de 20). 
esa embriones somMicos 
r a raíces 



VI.3. EXPERIMENTOS CON DIFERENTES FITORREGULADORES PARA INDUCIR LA 

GERMINACIÓN DE EMBRIONES SOMÁTICOS 

Con la finalidad de estimular el desarrollo y germinación de embriones 
somáticos, se consideró interesante probar el efecto de kinetina (0.05 mg/1), ABA 
(0.5 p,N1) o GA3  (0.5 mg11), adicionado en el medio de cultivo a partir de la quinta 
resiembra, tal como se muestra en el diagrama de flujo No. 4. Para la realización de 
este experimento sólo se empleó callo con características embriogánicas obtenido 
de embrión maduro de maíz Tuxpeño. Estos cultivos presentaron estructuras 
nodulares en la superficie, mismas que fueron catalogadas como embriones 
somáticos. 
Las evaluaciones se realizaron al final de la quinta resiembra, cuando los cultivos 
tuvieron aproximadamente 130 días de edad (a partir de la inducción de callo). 
Posteriormente se realizó una sexta resiembra y al finalizar el tiempo de incubación 
requerido, los cultivos se evaluaron por segunda vez ( a los 160 días de edad). 

Las características que presentaron los callos que contenían a los 
embriones somáticos en la superficie durante la primera y segunda evaluación, se 
encuentran en la tabla No. 11. 

Como se observa, el control presenta un incremento en el número de 
protuberancias, se aclara su coloración amarillenta y se generan brotes. Sin 
embargo, cuando se utiliza kinetina, ABA o GAS  en el medio de cultivo, no hubo 
cambios relevantes en la mayoría de los parámetros evaluados y tampoco se 
estimula la germinación, por tanto, la regeneración no se presenta. En este caso, 
sólo se observó en las regiones donde se encontraban los embriones somáticos, 
una coloración 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 manejó (globular) no fue la más conveniente para propiciar la 
regeneración. 
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Diagrama de flujo No. 4 
EXPERIMENTO CON DIFERENTES FITORREGULADORES 

Inducción de la germinación de embriones somáticos. 

Maíz Tuxpeño 
Embrión maduro. 

Inducción de callo 	 N62  
(21 días ) 	

1 
1' Resiembra 	 N61  
(cada 15 días) 

Resiembra 	 N611  
(cada 15 días) 

56  Resiembra 
(28 días) 

1.- 	t46 sin Fitorreguladores 
II.- 	N6 mas Kinetina 0.05 mg I I 

N6 mas ABA 0,1 pM 
IV.- N6 mas GA3  0.5 mg/I 

• Al final de esta resiembra se 
realizó la PRIMERA evaluación 
(a loa 130 días de cultivo). 

6• Resiembra 
(28 días) 

• Al final de esta resiembra se 
realizó la SEGUNDA evaluación 
( a los 160 días ). 

Mismos medios de 
cultivo 

1 
Medios de Regeneración 
( medio base N6 ) 

1 

$1 



Cuadro No. 11. Comportamiento del cultivo embriogánico, durante la inducción de la germinación y/o regeneración de 
embriones somáticos. 

1• Evaluación a los 130 días 
Tratamiento No. de 

callos 
Raíz No. de 

protuberancias 
Textura Consistencia Color No. de 

callos 
necrosados 

Regeneración (germina-
ción de embriones so-
máticos) 

Control 

Knetina 

ABA 

GA3 

34 

31 

28 

31 

XX 

X 

X 

X 

97 

75 

74 

83 

Granular 

.., 

— 

_ 	
Y i• 

Compacta 

.„. 

— 

" 

Amarillo. 
oscuro 

Amarillo 
claro 
" 

ass 

O 

O 

6 

3 	_. 

Zonas de callo 
enverdecidas bien 
definidas 

Zonas verdes muy 
tenues 

r Evaluaci6n a los 160 días 
Tratamiento No. de 

callos 
Raíz No. de 

protuberancias 
Textura Consistencia Color No. de 

callos 
necrosados 

Regeneración (germina-
ción de embriones so-
máticos) 

Control 28 XXX 377 Granular Compacta Amarillo 
claro 

6 4 brotes muy pequeños 

Klnetina 25 XX 33 " " Amarillo 
oscuro 

6 2 zonas verdes 

ABA 22 X 23 *- " Amarillo 
claro 

6 1 zona verde 

GA3 28 _ X 	_ 19 _ 	
.. " 	— 9 1 zona verde 

x «g muy pocas raíces (14) 
int 	pocas raíces (5-20) 
mar s muchas raíces Más de 20) 
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VI.4. OBTENCIÓN DE CALLOS EMBRIOGÉNICOS A PARTIR DE EMBRIONES MADUROS 

E INMADUROS DE MAÍZ TUXPEÑO. UTILIZANDO EL PROTOCOLO REPORTADO 

POR BOHOROVA et al. (1196). 

El material biológico utilizado en este experimento fue donado por 
CIMMYT. Los embriones inmaduros se obtuvieron dos semanas después de la 
polinización y los maduros de mazorcas secas de la última josecha. Los explantes 
se esterilizaron y sembraron como ló indica la metodología antes descrita. Para 
cada caso se sembraron 50 embriones, durante la inducción de callo se utilizó el 
medio N62, en las resiembras el medio N61  (Tabla No. 2), hasta este momento, los 
cultivos se mantuvieron en obscuridad constante. El medio de regeneración fue el 
MSR (Bohorova , 1994), que es el medio MS modificado, adicionado de 20 g/1 de 
sacarosa, 0.5 mg/I de ácido indo)-3 acético (AIA) y 1 mg/I de 6-benzilaminopurina 
(6-BAP). Estos cultivos fueron incubados a 27 °C con un fotoperíodo de 16 h luz y 8 
h obscuridad, ver diagrama de flujo No 5. 

El porcentaje de regeneración de plantas fue calculado basándose en el número de 
callos que regeneraron, dividido entre el número de callos totales. 

Los resultados obtenidos fueron los siguientes: 

Embriones maduros 

Durante la inducción el callo fue abundante, de color amarillo, textura 
granular, consistencia friable y pocas raíces. 
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 raíces cortas (Fig. No. 2C). 
En el medio de regeneración los callos presentaron regiones de color verde y se 
desarrollaron raíces, después de un periodo prolongado de tiempo los cultivos 
degeneraron y murieron. 
Se observan pocas estructuras regénerativas a los 20 días en el medio de 
regeneración, que no progresan para dar origen a plantas normales. 
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Embriones Inmaduros 

En etapas muy tempranas de la inducción, se presentaron cambios en el 
tejido escutelar y al final de las tres semanas se presentó el tejido calloso, que se 
caracterizó por ser compacto, granular y de coloración amarillenta. 
Al finalizar las dos resiembras se obtuvo un callo embriogénico tipo I (compactó, de 
crecimiento lento y textura granular), el cual al transferirlo al medio de 
regeneración, se hizo evidente la formación de embriones somáticos a la primera 
semana (formación de estructuras nodulares en la superficie del callo) y la 
regeneración de plántulas ocurrió a los 20 días del cultivo (Figs No. 2F y 2G). 
Las plántulas fueron transferidas a suelo y dos semanas después llevadas a 
invernadero, para completar su desarrollo a planta madura y posteriormente a 
campo para la obtención de semilla. 

Los resultados obtenidos (Tabla No. 12), indican que los callos obtenidos de 
embriones inmaduros de maíz Tuxpeño muestran una capacidad de regeneración 
de plántulas relativamente alta, su potencial fue de 68.5 %. La capacidad de 
regeneración se mantuvo durante los primeros seis subcultivos en el medio de 
regeneración. 

Estos resultados superaron a los registrados en los esquemas descritos 
con anterioridad (Sección VI.2.1 y VI.2.2), y fueron muy similares a los cultivos 
btenidos en los grupos c y C del protocolo propuesto en la sección VI.2.3, en la 
cual también se utilizan embriones inmaduros, sólo que en este último caso los 
callos presentaron características 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 motivo, éste fue el protocolo que se 
utilizó para la obtención de callo embriogénico. 
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Diagrama de flujo No. 5 
Obtención de callo embriogénico de maíz Tuxpeño (CIMMYT) 

Explantes: Embrión maduro 
Embrión inmaduro 

Inducción de callo 

1 

Dicamba 	2 ppm 
Sacarosa 	30 11 
AgNO, 	16 mg/I 
L-prolina 	2.3 g/1 
H.0 	200 mg/1 

1' Resiembra 

2' Resiembra 

N61 	Dlcamba 	1  ppm 
Kinetina 	0.01 ppm 
Sacarosa 	30 g/I 
L-prolina 	 
H.C. 	

 2.3 g/1 
200 mg/1 

N61 	Mismo medio que en la 1' resiembra 

REGENERACIÓN 

3' Resiembra MSR 	Sacarosa 	20 gn 
A1A 	 0.5 mg/1 
6-BAP 	1.0 mg/I 

Evaluación de regeneración 
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Tabla No. 12. Regeneración de plántulas de maíz Tuxpeño, en callos obtenidos 
a partir de embrión inmaduro cultivados en medio N60, el cual so 
adicionó de AIA y 6-BAP. 

NO. TOTAL DE 
EXPLANTES 

NO. TOTAL DE 

PLÁNTULAS 

% DE 

REGENERACIÓN 

(a) 

*DE 

PLANTULAS/EMBRIÓN 

(b) 

% DE 

PLANTAS 

FÉRTILES 

(c) 

50 158 665 ± 19.09 3.16 ± 2.49 80 

Callo obtenido a las tres semanas en medio Nflo  y subcultivado dos ocasiones en 
medio N6, y que finalmente fue transferido a medio de regeneración (N6,), la 
evaluación para a y b se realizó cinco semanas después. 

El valor de a: 

de callos que regeneraron X 100 

# total de callos 

El valor de c: 

  

 

de plantas fétiles 
X 100 

 

# total de plantas 

  



VI. 5. ANÁLISIS HISTOLÓGICO 

Para que se manifieste el fenómeno de regeneración se requiere de la 
ocurrencia de cambios anatómicos y estructurales hasta la regeneración de una 
planta completa. 

Estos cambios están ya descritos en dicotiledóneas (Tisserat et al., 1979), y 
en monocotiledóneas; principalmente en gramíneas se sugiere que la 
embriogénesis somática puede ser el principal camino (bajo condiciones in vitro) 
para la regeneración, ya que son de gran importancia para el hombre (Vasil, 1982; 
Vasil y Vasil, 1983). 

Se han realizado en los últimos años estudios histológicos al respecto, sin 
embargo en maíz, debido a las dificultades que implica establecer y mantener el 
cultivo bajo condiciones in vitro, la descripción histológica de la formación de 
embriones somáticos es muy escasa. 

Se cuentan con algunos trabajos importantes que indican que la 
regeneración 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 resultó interesante, 
ya que la capacidad regenerativa la mantienen durante más tiempo que los cultivos 
de apariencia compacta (catalogados como embriogénicos del tipo 1). Cabe 
mencionar que los callos de maíz friables (tipo II) se utilizan básicamente para el 
establecimiento de cultivos de células en suspensión y obtención de protoplastos, 
siendo en estos sistemas donde se ha determinado su potencial morfogénico. 

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

El análisis histológico 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 trabajo se realizó el análisis histológico tanto del tipo de 
explante del cual se partió para la inducción de callo, así COMO de los cultivos con 
características embriogénicas que se encontraron en medio de regeneración. 

I.• Histología de los Implantes utilizados para la Inducción de callo. 

A) Embrión maduro 

Se encuentra constituido por células Isodiamétricas, con citoplasma denso y 
un núcleo evidente. Fueron observados tres tipos de meristemos, los cuales se 
distinguieron perfectamente de las células que forman el escutelo. En la región 
donde se localizó el meristemo apical se observaron los primordios foliares, le 
siguen los meristemos laterales (parte media del embrión) y finalmente el 
meristemo que dará origen a la raíz. Las células que forman al escutelo o cotiledón 
son grandes, isodiamétricas, con citoplasma muy denso, y núcleo grande y 
evidente. Se presentaron inclusiones. 

El coleóptilo esta formado de células pequeñas, de forma cúbica, ordenadas 
en hileras, citoplasma poco denso y núcleo poco evidente. 

La plúmula y los primordios foliares presentaron células pequeñas, 
alargadas, de núcleo pequeño y citoplasma poco denso. Cabe mencionar que en la 
región donde se localizó el meristemo radicular, también 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 núcleo. 
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B) Embrión 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 localizan grupos de células alargadas que bien pueden ser las primeras señales 
de vascularización y ésto se origina de la región del nudo escutelar. Además se 
aprecia la radícula diferenciada, la plúmula y el suspensor. En la zona de la 
radícula se encuentra el tejido que forma la caliptra el cual esta ya bien 
diferenciado. 
La región que forma al escutelo presenta elevada actividad mitótica. En cuanto a la 
zona de transición, las células que están en la periferia presentan un citoplasma 
muy denso con respecto a las que se encuentran en el interior. 

El análisis de los explantes utilizados para la inducción de formación de callo 
se realizó con la finalidad de conocer las características celulares del tejido, del 
cual se inició el cultivo bajo condiciones in vitro. 

2.- Análisis histológico de los callos embriogdnicos de maíz Tuxpeño. 

El callo se observó seis días después de la siembra de embriones (tanto 
maduros como inmaduros) y surge de la parte media del embrión (Fig. 2A). Este 
estudio se realizó en las muestras indicadas en la metodología. 

a) Cultivos obtenidos a partir de embrión inmaduro. 

Caracterización del callo primario (Inducción) 

Callos de color blanquecino y muy friable, textura granular y de crecimiento rápido. 
En estos callos se distinguieron dos tipos de células (Fig. 201): 

Células tipo 1: Se caracterizaron por ser grandes, alargadas, con una gran 
vacuola, núcleo pequeño y excéntrico, citoplasma poco denso y pared celular bien 
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definida. Por lo cual se puede decir que presentó las características típicas de una 
célula parenquimática, dichas células se localizaron en la parte interna del callo. 
Células tipo 2: Pequeñas, citoplasma denso, poco vacuoladas, núcleo 
relativamente grande y pared celular delgada. Dichas células se localizaron en el 
Interior del callo y por sus características se determinó que son de tipo 
meristemático. 

Además, de estos dos tipos celulares, se observó abundante tejido vascular, 
principalmente en la parte interna del callo, el cual se encontró rodeando a células 
tipo 1. En la región superficial se presentaron células del tipo 2. 

Todo este conjunto celular formó regiones bien organizadas, delimitadas por 
una epidermis, lo cual indicó cierta diferenciación y esto coincide con las 
descripciones reportadas por Straub et al. (1992) en cultivos de Sparabolus 
virginicus (gramínea), sólo que en este caso fue en las zonas enverdecidas, donde 
se identificaron dichas características, por tal motivo en su estudio se hace 
referencia a una diferenciación celular que conlleva a una especialización del 
tejido. 

En nuestro caso el callo cariado de pigmentación, pero de acuerdo a las 
observaciones realizadas, también se concluyó que hay una diferenciación celular 
(Figs. 3A y 3B). 

Caracterización del callo con dos resiembras. (TgO) 

Este tipo de callo presentó un cambio en su consistencia y textura, ya que 
se hizo más compacto y la apariencia granular fue más firme; su coloración cambió 
de blanquecina a amarillenta, las raíces se observaron con más frecuencia, 
mientras se incrementaron las resiembras en el cultivo. 	Esto pudo haber 
ocurrido debido a la concentración endógena de auxinas, es decir, como el medio 
de cultivo en el que se realizó la resiembra (mantenimiento del callo) se adicionó de 
dicho fitorregulador, hubo restos acumulados en el tejido (Green et al., 1985), lo 
cual provocó que la presencia de raíces fuera cada vez mayor cuando se colocó 
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 proliferación de las regiónes meristemáticas 
y por tanto a través de estas se dió el crecimiento del callo. El cultivo presentó 
todas las características de un callo embriogénico tipo I, ya descrito para maíz 
(Tomes, 1985; Songstad, et al., 1988). 

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

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

Caracterización del callo cona días de regeneración (Tse) 

Al transcurrir la primera semana en el medio de regeneración, los callos 
presentaron coloración amarillenta y su consistencia fue más compacta. 

Histológicamente se observaron zonas formadas por células de tipo 
meristemático, 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 
parenquimáticas muy laxas y no se localizó tejido meristemático (Fig. 58). 

También se localizan regiones de células grandes de tipo parenquimático, 
colapsadas y no se observó ningún patrón de organización. En la periferia se 
localizaron células con características meristemáticas ya organizadas y delimitadas 
por una epidermis. Cabe mencionar que estas regiones carecen de tejido vascular 
(Fig. 5C). 
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Caracterización del callo con 10 dias en medio de regeneración (T:z10) 

Los callos que permanecieron durante 10 días en el medio de regeneración, 
presentaron características muy peculiares, ya que hubo regiones de consistencia 
fiable y coloración café claro. También, se localizaron zonas blanquecinas de 
textura granular y otras compactas que se distinguieron por tener coloración verde. 
Es pertinente mencionar que casi no se desarrollaron raíces en el callo, en caso de 
haber, éstas fueron muy pequeñas. 

Histológicamente se localizó tejido vascular abundante cubierto por células 
parenquimáticas (Fig. No. 6A). Por otra parte se observaron estructuras que bien 
pueden ser embriones somáticos en etapa globular, similares a las reportadas 
por Wareing y Graham, (1976) en callos obtenidos de enteras de Datara innoxia; 
también Fransz y Schel, (1991), Straub et al., (1992) y Emons et at, (1993) quienes 
hacen referencia a dichas estructuras en cultivos de callos de maíz que fueron 
colocados en medio de regeneración, libre de fitorreguladores. 

Los embriones somáticos tuvieron como base, tejido parenquimatoso Fig. 
No. 6A) y varias capas de células meristematicas, entre las que se distinguió una 
organización celular, lo cual constituyó la base del embrión somático (suspensor). 
A continuación se localiza la región correspondiente al polo radicular y ésto permite 
determinar la polaridad de la estructura. En la parte media la población celular fue 
muy homogénea (siguió siendo de tipo meristemático), por último en la parte apical 
se apreció la formación del cotiledón constituido por células de tipo meristemático 
con una densidad celular más alta que las otras dos regiones, lo cual indicó una 
elevada actividad mitótica y por tanto el crecimiento de la estructura. Cabe 
mencionar que por todas las características antes mencionadas, los embriones 
somáticos se encuentra en los primeros estadios de su desarrollo 

Las regiones del callo compacto se caracterizaron por presentar en la 
periferia células organizadas formando una epidermis, el tamaño celular fue 
variable. En general el núcleo fue muy pequeño y las células presentaron pocas 
divisiones mitóticas (Figura 6B). Se presentan señales de pigmentación y abunda 
el tejido vascular en todo el callo, lo cual implica una especialización celular 
(Emons y Kieft, 1991). 
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b) Cultivos obtenidos a partir de embrión maduro. 

Caracterización del callo primario (Inducción) 

Este callo fue de color blanquecino, consistencia friable, textura granular y 
carece de raíces por completo (Fig. 2C). Histológicamente presentaron 
características similares a las del callo obtenido de embrión inmaduro, sólo que en 
este caso no se presentaron regiones organizadas. 

Caracterización del callo con dos resiembras (T=0) 

El material presentó una coloración amarillenta, textura granular y 
consistencia en su mayoría friable y sólo algunas regiones compactas, careció de 
raíces y en la superficie presentó protuberancias que por sus características, 
probablemente generen pequeñas raíces, 

Histológicamente, este callo presentó grupos de células meristemáticas 
rodeadas de células parenquimáticas (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 formarán al 
tejido calloso (Fig. 7C). 
También se observaron regiones determinadas como embriogénicas, antes de 
presentar la primera división formar un embrión somático (Fig. 70). 

Caracterización del callo con 10 días en el medio de regeneración (r110) 

En esta etapa, el callo presentó consistencia friable y la textura siguió 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 histológicos como raíces muy pequeñas, 

El tejido vascular fue abundante y muchas veces se encontró embebido 
entre las células perenquimáticas, también se observó la formación de raíces de 
diversos tamaños, en las cuales la organización celular es muy marcada (Fig. 8A). 
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No hubo formación de embriones somáticos, más bien el tejido se constituyó 

de células parenquimáticas con cloroplastos en su interior, este tejido se delimitó 

en algunas regiones por una epidermis (Fig. 8B). 

Caracterización del cano con 27 din en medio de regeneración.(T=27) 

Este callo fue de coloración café claro, con regiones enverdecidas, raíces 

abundantes de color blanco y rojizo, siendo estas últimas más gruesas. Se, 

generaron brotes aberrantes. 

Histológicamente se observaron: células grandes parenquimáticas, con 

inclusiones (probablemente amiloplastos y/o de naturaleza lipídica) y numerosos 

espacios intercelulares. En la mayoría de los casos hubo una epidermis bien 

diferenciada (Figs. 9A y 98). 

La descripción anterior permitió indicar que en este caso existe un alto 

grado de diferenciación celular, es decir, que aunque no hubo formación de brote 

y/o embrión somático, las células con inclusiones pueden pertenecer a tejido 

escutelar de un embrión somático o bien que las células que presentaron plastos 
correspondieron a brotes que nunca llegaron a ser evidentes a simple vista. Estos 
resultados son similares a las estructuras y tipos celulares obtenidos por 
Bhaskaran et al., (1988); Fransz y Schel, (1991); Songstad et al,, (1992) en maíz y 
por Andi et al., (1993), en cana de azúcar. Estos autores coinciden en que la 
acumulación de reservas ocurre en los embriones somáticos desde estadios muy 
tempranos de desarrollo y posteriormente se incrementa considerablemente en la 
región escutelar, lo cual indica la presencia de estructuras con un alto nivel do 
organización. 
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Figura No. 2. Cultivos In vitro de maíz Tuxpeño. A y B) callo primario a partir de embrión completo y 
eje embrionario respectivamente (material maduro). C y D) callo embriogénico proveniente de 
embrión completo y eje embrionario (material maduro), en presencia de AgNO3. E) callo 
embriogénico obtenido de embrión inmaduro en ausencia de AgNO3. F) callo embriogénico obtenido 
de embrión Inmaduro en presencia de AgNO3. G) plántulas regeneradas en callos embriogénicos, 
los cuales fueron obtenidas de embriones inmaduros en presencia de AgNO3. 
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Figura No. 3A y 38. Caracterización histológica del callo primario, obtenido a partir 
de embriones inmaduros, (estos cultivos se obtuvieron tres semanas después de 
haber sembrado el explante en medio N6). A) en el interior se observa tejido 
vascular (Tv) abundante, del cual surge tejido parenquimático (Tp). B) también se 
observaron centros meristemáticos (Cm) rodeados por una epidermis (Ep). Escala 
2.8 pm. Contraste de fases. 
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Figura. No. 4A y 4B. Cortes histológicos de callo subcultivado durante dos 
ocasiones en medio N6, Este material se caracterizó por presentar centros 
meristemáticos (Cm) de los cuales surge tejido parenquimático (Tp), el tejido 
vascular (Tv) fue poco abundante. Nótese la organización que se presenta a partir 
del tejido vascular, ya que ésta reúne todas las características para que ocurra la 
formación de un embrión somático (B). Es decir, a partir de una zona formada por 
tejido vascular y parenquimático, surgen centros meristemáticos. Fig. 4A, escala 
5.5 um; Fig. 4B, escala 1.1 pm. Contraste de fases. 
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Figuro. No. 5A, 58 y 5C. Callos embriogénicos obtenidos de embrión Inmaduro 
que permanecieron una semana en medio de regeneración. A) se observaron protuberancias de 

tejido, formadas por células de tipo meristemático (cm) y 
delimitadas por una epidermis (Ep). 8) también se localizaron regiones con 
abundante tejido vascular (Tv) rodeado de capas celulares que se tiñeron 
Intensamente. C) otras zonas del callo carecieron de tejido vascular y únicamente 
se constituyeron de tejido parenquemático (Tp) delimitado por una epidermis (Ep), 
fases Fig. 5A, escala 5.6 pm; Fig. 5B, escala 6.5 pm; Fig 5C, escala 2.8 pm. Contraste de 
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Figura. No. 	y 68. Cortes histológicos de callos embriogénicos provenientes de 
embriones inmaduros, en este caso permanecieron diez días en medio de 
regeneración. Cabe mencionar que se trató de material compacto. A) se 
presentaron embriones somáticos (Es) tanto en etapa globular como en forma 
alargada, es decir, más desarrollados debido a que ya se presenta el cotiledón 
(Co), el auspensor (S) y una epidermis bien diferenciada. B) también se localizaron 
zonas de tejido vascular (Tv), combinado con tejido parenquimático (Tp), 
observándose en la periferia la presencia de células con plastos (PI). Fig. 6A, 
escala 8.2 pm; Fig. 6B, escala 4.3 pm. Contraste de fases. 
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Figura No. 7A, 7B y 7C. Caracterización de los callos embriogénicos obtenidos a 
partir de embriones maduros. A) se encontraron centros meristemáticos (Cm) 
rodeados de células parenquimáticas (Cp) típicas 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 µm. Contraste de fases. 
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Figura No. 8A y 8B. Cultivos embriogénicos provenientes de embriones maduros y 
que permanecieron durante diez días en medio de regeneración. No se localizaron 
embriones somáticos. A) células típicas de callo y raíces pequeñas. B) tejido 
vascular (Tv) poco abundante y plastos (PI), estas regiones de tejido estuvieron 
delimitadas por una epidermis (Ep) y no se logró apreciar la formación de alguna 
estructura. Fig. 8A, escala 4.3 pm; Fig. 8B, escala 5.1 pm. Contraste de fases. 
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Figuro No. 9A y 913. Tejido de 27 días en medio de regeneración. Este cultivo se 
caracterizó por presentar células grandes, que contenían plastos (PI) e inclusiones 
(almidón o lípidos) abundantes. Estas regiones se delimitaron por una epidermis 
(Ep). Fig. 9A, escala 1.2 jim; Fig. 9B, 2.5 µm. Contraste de fases 
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ANALISIS BIOQUÍMICO DE LA PARED CELULAR 

VISA • INFLUENCIA DE LAS AUXINAS EN EL RECAMBIO DE PROLINA A HIDROXIPROLINA 

EN PROTEÍNAS DE PARED DE MAÍZ TUXPEÑO MADURO 

a) En ejes embrionarios 

Una de las preguntas que se planteó en esta investigación fue, saber cómo 

influyen las auxinas en el recambio de prolina a hidroxoprolina en la pared celular 

durante la germinación. En forma preliminar y por antecedentes que se tenían en el 

laboratorio (Pérez et al., 1990 y Aguilar et al., 1992) se procedió a germinar 200 

semillas de maíz durante 48 h en presencia de auxinas (MCPP, Dicamba y AIA), 

cuya concentración fue 20 ItIA y en cantidades que habitualmente se utilizan 

(MCPP 10 mg/I y Dicamba 2 mg/1) en el laboratorio, para propiciar la inducción de 

callo, posteriormente se extrajeron los ejes embrionarios y se colocaron en 10 ml de 

medio N6 para darles el pulso de prolina-"C, como se indicó en la metodología. La 

cantidad de material utilizado se presenta en la tabla No. 13. 

Posteriormente, se procedió a la extracción de las proteínas de pared, 

determinación de la cantidad de proteína por espectrofotometría, utilizando el 

método de Bradford y se corrió una electroforesis de las muestras. Por otra parte, 

muestras de estas proteínas se hidrolizaron para la realización de la cromatografía 

bidimensional. 

Los resultados obtenidos con respecto a la cantidad de proteína y la incorporación 

de prolina-'4C se muestran en la tabla No. 14. 

El valor más alto de incorporación de prolina-14C se obtuvo en proteínas de pared 

de ejes germinados con Dicamba, le siguen los tratamientos en los que se utilizó 

MCPP, tanto en la concentración habitual para la obtención del callo (46 MM), como 

a concentraciones de 20 µM. El AIA ocupa el último lugar en lo que respecta a las 

auxinas y le sigue el control (agua). El valor (408 cpm/mg de proteína) de 

incorporación que presentan los ejes secos se utilizó como control de 

contaminación, pues en ningún momento se propició la incorporación en este 
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material, ya que los embriones no germinaron. Cabe mencionar que este valor fue 

sustraído 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 encontró incorporación del isótopo en este material por arriba del control, siendo 

la auxina más eficiente el Dicamba. Además se observó que a mayor concentración 

de MCPP (46 MM) este estímulo se ve incrementado lo cual indica que la 

concentración óptima para cada auxina es diferente. El hecho de que en los 

tratamientos de AIA se registre una baja incorporación de prolina-HC puede 

deberse a que es, dentro del grupo de la auxinas, la más débil (Tabla No. 14). 

En cuanto a la conversión de prolina a hidroxiprolina, proceso que ocurre en las 

proteínas una vez que se ha incorporado la prolina, se observa que en los 

tratamientos con 20 pM de auxinas aumenta esta conversión por activación del 

paso de prolina a hidroxiprolina, en comparación con la germinación en agua, estos 

resultados se pueden apreciar mejor en la tabla No. 15. Cuando no se utiliza la 

auxina (caso control), la conversión ocurre en menor proporción que cuando está 

presente cualquiera de las auxinas. Lo cual indica que en general para esta parte 

del experimento la velocidad de conversión de prolina a hidroxiprolina fue 

estimulada por este tipo de fitorreguladores. 

Por los resultados obtenidos se puede Indicar que: 

1.- Las auxinas durante la germinación favorecen la incorporación de prolina-"C a 

proteínas de pared celular, siendo más evidente cuando se utilizan 

concentraciones óptimas para cada auxina. Esto sugiere que la auxina estimula la 

síntesis de proteínas de pared celular, ricas en prolina. 

2.- Durante la germinación se produce una gran cantidad de hidroxiprolina a 

expensas de la prolina en las proteínas de pared. 

3.- La auxina favorece el recambio de la prolina a hidroxiprolina en las proteínas de 

pared celular. 
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Tabla No. 13. Material utilizado para evaluar la influencia de las auxinas en la 
conversión de prolina a hidroxiprolina en ejes embrionarios de 
maíz Tuxpetio. 

Muestra gramos de 
ejes 

embrionario 
s 

Tratamiento 

1 7 MCCP (20µM) 
2 8 MCPP (20 pM) 
3 7 AIA (20 MM) 
4 5 AIA (20 MM) 
5 10 agua (control) 
6 7 sin germinar (seco) 
7 7.5 	• MCPP (46 IN) 
8 7 	_ Dicamba (9 41) 

Semillas germinadas durante 48 h, bajo los diferentes tratamientos. 
Pulso de 10 pCi durante 5 h en ejes embrionarios germinados 
Prolina-14C. Actividad especifica 290 mCi/mmol 

105 



Tabla No. 14. Resultados de la incorporación de prolina-"C en las proteínas 
de las paredes celulares de ejes germinados con diferentes 
concentraciones de auxinas 

Muestra Tratamiento Concentración 
empleada 

pg de proteína 
por cada 100 

Yi 

cpm/mg de 
proteína 

8 Dicamba 9 gM 600.0 48,711 
7 MCCP 46 gM 426.6 19,868 
1 MCPP 20 gM 204.0 4,747 
2 MCPP 20 uM 174.0 3,037 
3 AIA 20 Al 282.0 2.430 
4 AIA 20 plA 308.0 2,296 
5 Agua 587.0 1,106 
8 eje seco - 129.0 408 

Los datos están ordenados en forma decreciente, tomando en cuenta el 

valor de la incorporación. 

Como se mencionó anteriormente, por trabajos realizados en el laboratorio 

se decidió utilizar a los fitorreguladores en una concentración de 20 IN y con la 

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 más favorece la incorporación de 

Prolina-"C en las paredes celulares, durante la germinación de ejes. Esto apoya la 

idea de que dicho fitorregulador puede ser un factor importante para que el cultivo 

celular pueda llegar a manifestar su capacidad embriogénica. 
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Tabla No 15. Relación de Prolina-Hidroxiprolina (P/H) en paredes celulares de 
de ejes embrionarios maduros de maíz Tuxpeflo. 

No. de 
Muestra 

Tratamiento Concentración 
empleada 

CPM 
P/H 

Relación P/H 

1 MCPP 20 liM 2,997 / 16,656 0.18 
2 MCPP 20µM 2,583 / 26,809 0.10 
3 AIA 20 gM 5,413 / 33,826 0.16 
4 AIA 20µM 1,958 / 13,226 0.15 
5 Agua (control) 8,096 / 26,568 0.30 

Cuando se determinó la relación Prolina-Hidroxiprolina, se encontró que 

durante la germinación de ejes embrionarios en presencia de 20 III de auxinas 

predominan los niveles de hidroxiprolina. A concentraciones de auxinas utilizadas 

para inducir callo (datos no mostrados), se observó que los niveles de 

hidroxiprolina también son muy elevados (Tabla No. 15). En general se puede 

inferir que la auxina de alguna forma, propicia la conversión de prolina a 

hidroxiprolina y que éste es un factor muy importante para promover la elongación y 

la división celular, siendo éste uno de los primeros eventos que deben manifestarse 

para que junto con otros cambios, tanto bioquímicos como estructurales, el tejido 

calloso adquiera una alta capacidad regenerativa. 

107 



110.0 

45.0 
A 	30.0 

25.0 

24.0 

20.1 

B 

28.0 

70.0 
52.0 

26.0 

KDa MM 1 	2 3 4 

Figura No. 10. Proteínas totales de paredes celulares en ejes de embriones 

maduros de maíz Tuxpeno germinados durante 48 h, a los cuales se 

les dió un pulso de prolina-HC y se incubaron durante 5 h. 

A) electroforesis y 8)3utorradiografía. 

Carril Muestra 

1 	eje seco 

2 	eje germinado en agua 

3 	eje germinado en MCPP 

4 	eje germinado en Dicamba 
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Al realizar la electroforesis de proteínas de pared celular de estas muestras 

(utilizando 100 ig de proteína total por carril), se obtuvo un gel que presentó un 

patrón de proteínas totales de pared similar en todos los casos, sin embargo hay 

algunas bandas que sobresalen en forma diferencial; es decir loa patrones 

presentan bandas similares, excepto que la intensidad con la que se tiñen algunas 

de ellas es diferente. Cuando se hizo la autorradiografia de estos geles (Fig. 10 B) 

se revelaron bandas de proteínas marcadas sólo en los tratamientos en los que se 

adicionó alguna auxina (carril 3); esto indica que aunque el patrón de proteínas 

totales de pared celular sea similar,elfitorregulador estimula en forma diferencial la 

expresión de las proteínas que contienen prolina. Además debe notarse que el 

tratamiento con Dicamba (carril 4), induce una mayor incorporación que el de 

MCPP (carril 3). 

La banda con mayor incorporación corresponde a 28 KDa, otras bandas 

marcadas fueron de 70, 52 y 26 KDa aproximadamente. 

Con base en estos resultados se puede concluir que hay síntesis de novo de 

proteínas de la pared celular estimulada por auxinas y en especial cabe hacer notar 

que el Dicamba estimula más dicha síntesis 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 extracción es el adecuado y está bien realizado (ya que el patrón 

eledroforético es constante en las tres repeticiones realizadas, lo que indica las 

buenas condiciones de la muestra), por tanto es confiable para la obtención de 

proteínas de pared celular en trabajos posteriores. 
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b) En cultivo de callos embriogénicos provenientes de embriones maduros 

de mak tuxpeño. 

Las muestras utilizadas en este experimento se presentan en la tabla No.16. 

El callo que se encontró al final de la segunda resiembra se describe como "en 

presencia de Dicamba" y en medio N61. El otro tipo de muestra es material que ya 

ha rebasado las dos resiembras y que finalmente estuvo en medio de regeneración 

(N60), que fue el momento en que se tomó la muestre y en el cuadro antes 

mencionado se marca sin auxina. 

Resultados obtenidos: 

Se encontró que la incorporación de prolina-lt se favoreció en presencia de 

Dicamba y esto ocurrió independientemente de la adición al medio de cultivo de 

AgNO, durante la inducción de callo. Lo anterior implica que este compuesto no 

influye en el proceso de incorporación. En el caso de las muestras que ya no 

estaban en presencia de auxina, los niveles de incorporación fueron más bajos 

(Tabla No. 17). 

Estos resultados coincidieron en cierta forma con lo que se obtuvó en el 

experimento anterior (en ejes embrionarios), lo cual permitió concluir que las 

auxinas y de ellas principalmente Dicamba, facilitó la incorporación de prolina-14C a 

las proteínas de pared celular por estimular la síntesis de proteínas en general, o 

de pared en particular. 
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Tabla No.18. Material utilizado para evaluar la transformación de prolina a 
hidroxiprolina en cultivos de callos embriogénicos de maíz 
Tuxpeño.. 

Muestra Cantidad (g) Auxina 
(1 mg/1) 

Etapa de cultivo 

1 5 Dicamba Callo de embrión, sin AgN01  en N61  
2 8 Dicamba Callo de embrión, con AgNO3  en N61  
3 4 sin auxina Callo de embrión, sin AgN01  en N60  
4 13 sin auxina Callo de embrión con AgNO2  en N6n 

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

Tabla No. 17. Resultados de la cantidad de proteína y la incorporación de 
Prolinaj C en las paredes celulares de cultivos embriogénicos 
provenientes de embriones maduros de maíz Tuxpeño. 

Muestra Auxina (mg/1) lig de proteína 	por 
cada 	100 	Id 	de 
muestra 

cpm/mg 
de proteína 

1 Dicamba 34.0 57,959.8 
2 Dicamba 23.1 48,011.9 
3 sin auxina 21.0 7,469.9 
4 sin auxina 33.6 7,029.8 

I I l 



KDa MM 1 2 3 4 

00.0 

41.0 
32.0 

20.0 

24.0 
21.1 

14.2 

Figura No.11, Proteínas totales de paredes celulares de callo embriogénico 

proveniente de maíz Tuxpeflo maduro. En todos los tratamientos se 

empleó Dicamba (1 mg/1) 

Carril 	Muestra 
1 	callo proveniente de eje sin AgNO3 . 
2 	callo proveniente de embrión completo sin AgNO3 
3 	callo proveniente de embrión completo con AgNO3 
4 	callo primario 
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Cuando se realizó el estudio electroforético de las muestras de callo 

embriogénico, se observó que el patrón de proteínas totales fue muy similar en 

todos los casos. En el carril número 2 (cultivos provenientes de embrión completo y 

sin AgNO3) las bandas se tiñeron con mayor intensidad y son más abundantes con 

respecto a las del carril número 1 (cultivos que se originaron de eje embrionario y 

sin AgNO3), lo cual puede deberse al tipo de explante utilizado para la obtención 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 AgNO3, esto indica que dicho factor no interviene en la síntesis 

proteica durante la adquisición de la capacidad embriogénica de los cultivos 

celulares de maíz. Finalmente al comparar los carriles 3 y 4 (cabe mencionar que 

la muestra que se utilizó en el carril 4 fue callo primario), se nota claramente que va 

ocurriendo una tranformación en cuanto a la composición 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 hacerlos embriogénicos (carril 3), 

con respecto al control (carril 4). 

También en este caso se determinaron las masas moleculares de las bandas 

más sobresalientes en los cuatro tratamientos, los cuales fueron: 77, 30 y 27 KDa. 

Por otra parte, los cultivos que en esta sección se marcan sin auxina es 

porque se encontraban en medio de regeneración, lo cual indica que ya han 

pasado por el medio de inducción y resiembras (N62-►N61->N60), es decir, se han 

procesado para hacerlos embriogénicos. Aunque el gel no se presente, se observó 

un patrón similar de proteínas, al de los callos de segunda resiembra. 
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V1.11.2. EVALUACIÓN DE LOS NIVELES DE PROLINA-HIDROXIPROLINA EN CULTIVOS In 
vitro DE MAÍZ PROVENIENTES DE EMBRIONES MADUROS E INMADUROS . 

Para los callos provenientes de embrión maduro sólo se tomó muestra del 

material a partir del cual se inició la etapa de regeneración (T=0) y a los 10 días de 

mantener el cultivo en ese proceso (T=10), ya que las características morfológicas 

que presentaron no fueron determinantes para que se presentara un proceso 

morfogénico (descritas en la parte histológica), por tanto no se consideró 

importante muestrear a otros tiempos de esta etapa de cultivo. 

En los cultivos que se originaron de embrión inmaduro, dada la relevancia de 

sus características embriogénicas, se tomaron muestras a los 0, 6, 10 y 21 días 

de haber permanecido en el medio de regeneración (T, = 0, Te = 6, Tio = 10, T21 

=21 respectivamente), todas las muestras de material antes mencionadas fueron 

también procesadas para la realización del análisis histológico (figs. 3 - 6). 

En la tabla No. 18, se muestra la cantidad y tipo de material (número de días 

en el medio de regeneración), en el que se realizó el estudio, la cantidad de 

proteína y los valores de la Incorporación de la prolina-"C en las proteínas de 

pared durante el tiempo de marca. Los resultados obtenidos indican que en callos 

provenientes de embrión maduro los valores de incorporación fueron muy altos, 

principalmente en el tiempo T = 0, esto se traduce en una síntesis activa de 

proteínas ricas en prolina que conforman la pared celular; este material provenía de 

un medio adicionado de Dicamba, lo cual significa que se favorece dicha 

incorporación. Cuando el callo permanecio 10 días en al medio de regeneración 

(en ausencia de auxinas) la incorporación disminuye, lo cual en un momento dado 

pudo deberse a la carencia de dicho fitorregulador y por tanto la síntesis proteica 

se ve disminuida. 
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En estos callos no se observó la formación de embriones somáticos, más 

bien se generan tejidos diferenciados dispersos (Fig. No. 8, sección VI. 5). 

En los cultivos provenientes de embrión inmaduro al tiempo cero, la 

incorporación de prolina-"C presenta altos niveles, mostrándose un incremento a 

los 6 días en medio de regeneración, siendo ésta la etapa del cultivo más activa en 

cuanto a la síntesis de proteínas de pared celular, ya que a los 10 y 21 días en 

medio de regeneración la incorporación de prolina disminuye y por tanto la 

actividad de síntesis, acentuándose a los 21 días de cultivo. Los resultados de 

incorporación correlacionan con las observaciones histológicas, en las cuales se 

determinó que a los 6 y 10 días de que el cultivo permaneció en medio de 

regeneración, es el momento en que se presenta la diferenciación celular y se 

dispara la formación de embriones somáticos (Fig. 64, sección VI.5.). 

Cuando se realizó la evaluación de la relación prolina/hidroxiprolina de estos 

callos (Tabla No. 19), se encontró que en los callos provenientes de embrión 

maduro, la conversión de prolina a hidroxiprolina es bada (PM > 1), sin embargo 

loa cultivos que se originaron de embrión Inmaduro mostraron una relación de P/H 

que fluctuó alrededor de 0.2, con excepción de los cultivos que permanecieron 6 

días en el medio de regeneración, cuyo valor (0.58) indica que el cambio de prolina 

a hidroxiprolina fue menos acelerado. 
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Tabla No. 18, Callo embriogénico obtenido de embriones maduros e 
inmaduros de maíz Tuxpeño. El valor de T indica el tiempo 
que el tejido ha permanecido en medio de regeneración. Se 
muestran los valores de incorporación de Prolina- C (cmp) en 
las proteínas de pared celular de estos tejidos. 

Embrión maduro 
Muestra Cantidad (g) Tipo de 

material 
cpmlmg de 
proteína 

1 10 Callo T = 0 69,221 
2 10 	 Callo T =10 37,464 

Embrión Inmaduro 
'3 11.7 Callo T = O 31,400 
4 18.0 Callo T = 6 35,000 
5 7.0 Callo T = 10 32,780 
6 8.9 Callo T = 21 19,500 

Tabla Pb.o 19. Relación Prolina-Hidroxiprolina (PIH) en paredes celulares 
de callos embriogénicos, obtenidos a partir de embriones 
maduros e inmaduros de maíz Tuxpeño. 

Embrión maduro 
Muestra CPM (PM) Relación P/H 
1 (T = 0) 19,814.0 / 16,719.0 1.2 
2 (T = 10) 43,202.0 112,238.0 3.5 

Embrión Inmaduro 
3 (T = 0) 3,461.5 117,730.5 0.19 
4 (T = 6) 7,028.5 112,137.5 0.58 
5 (T = 10) 3,094.5 / 13,854.0 0.22 
6 (T = 21) 1,998.0 19,657.5 0.20 

La conversión que mostraron los callos provenientes de embrión maduro fue 
relativamente baja en comparación con la de embrión inmaduro, siendo mayor en 
T=0. En ambos tiempos se presentan niveles altos de prolina y esto se relaciona 
con la respuesta morfogénica de los cultivos, la cual fue poco eficiente (Figs. 7, 8 y 
9). Los callos provenientes de embriones inmaduros presentan una conversión más 
eficiente que los maduros desde el inicio (T=0) hasta el final del cultivo (T=21), 
siendo a los 6 días en medio de regeneración el tiempo en que esta conversión se 
disminuye y después parece estabilizarse. Esto se puede deber a las 
concentraciones altas de auxina aún presentes en los callos al inicio del proceso. 
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Figure No. 12. Representación gráfica de la relación Prolina-Hidroxiprolina 
de callos embriogénicos obtenidos a partir de embriones 
maduros e inmaduros de maíz Tuxpeño. 
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VII.• DISCUSION 

El proceso da embriogénesis somática 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 manifestación 

de la formación de un embrión somático. 

Las técnicas de cultivo de tejidos vegetales, permiten la manipulación bajo 

condiciones in vitro de los fenómenos que ocurren in vivo, tales como: germinación, 

desarrollo, fecundación, etc., que al estudiarlos en plantas completas implicaría 

muchas dificultades y posibilidades de error, debido a la 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 cultivo In vitro, principalmente 

dicotiledóneas, ya que en monocotiledóneas, es dificil de lograr la 

desdiferenciación (formación de callo) y la rediferenciación de estructuras 

(regeneración de plántulas) en los cultivos. 

Dada la importancia que tiene para el hombre este tipo de plantas y sobre 

todo el grupo de las gramíneas (trigo, arroz, avena, maíz, etc.) que constituyen 

parte de su dieta diaria se ha desarrollado mucha investigación al respecto, 

lográndose en la actualidad su establecimiento bajo estas condiciones. 

En especial el maíz, que es la especie en estudio, presenta innumerables 

dificultades para conseguir un buen cultivo in vitro, por tanto el conocimiento de su 

biología implica vencer las barreras de su naturaleza y por consiguiente la 

implementación de nuevas metodologías para su estudio. 
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Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado al estudio de esta especie desde 

hace ya varios años, logrando avances importantes en cuanto al establecimiento de 

tejido calloso mediante la utilización de auxinas sintéticas (Sánchez de Jiménez y 

Albores, 1979), su mantenimiento (Sánchez de Jiménez et a1.,1981), obtención de 

líneas celulares con capacidad de rediferenciación (Sánchez de Jiménez et 

1983), así como loa diferentes aspectos que rigen a este fenómeno (Sánchez de 

Jiménez et el, 1988). Recientemente se están llevando a cabo estudios a nivel 

bioquímico y molecular para definir cuales pueden ser los factores y eventos 

involucrados en el proceso de formación de una planta completa (Aguilar et 

1992). 

También se continúa trabajando con las técnicas de cultivo in vitro probando 

nuevos genotipos como VS-22, Chalqueño y H-135, los cuales tienen gran 

importancia para el país. En este tema de investigación se planteó como objetivo 

inducir la formación de embriones somáticos (García F. C., 1991; García et al, 

1993). 

Posteriormente, se continuó con investigaciones al respecto, sólo que ahora 

se probaron otras condiciones para la inducción de tejido calloso con el fin de 

optimizar el sistema. Se utilizó el maíz Tuxpeño porque presenta un genotipo de 

amplia base genética, que se cultiva en zonas tropicales. Cabe mencionar que los 

experimentos fueron diseñados tomando en cuenta factores y condiciones que para 

la inducción de callo resultaron favorables en trabajos previos, otro aspecto 

importante es que se trabajó con la metodología propuesta por Bohorova (1995) 

con la finalidad de comparar protocolos y obtener finalmente una metodología 

adecuada para la proliferación de callo embriogénico de maíz Tuxpeño. 

Se analizó por tanto, el efecto que tuvieron las auxinas (MCPP y el Dicamba) 

y el medio de cultivo (R, y N6) en la formación de callo. A partir de embrión 

119 



completo maduro se determinó que MCPP en el medio N6 presentó las 

condiciones más favorable para tal propósito, ya que se obtuvo rendimiento de 0.35 

glexplante, mejorandose cuando se utilizó Dicamba y AgNO3  (0.47 glexplante). Bajo 

estas mismas condiciones, sólo que empleando como explante al embrión 

inmaduro, la respuesta de formación de callo se incrementó a 0.60 glexplante. 

Otro aspecto relevante es que se observó que el AgNO3 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 osmótico con sacarosa, del 

cual el tejido debe recuperarse para que posteriormente se dé la regeneración 

(Diagrama de flujo No. 1 y Tablas 6 y 7). Corroborándose con un segundo . 

experimento, en el cual se reprodujo el efecto inductor del AgNO3, ya que favorece 

• la formación de embriones somáticos y la generación de brotes (Diagrama de 

flujo No. 2 y Tabla 8). 

Lo anterior implica que debe haber una secuencia de cambios en la célula 

para que se manifieste su totipotencialidad y que pueden estar relacionados con la 

producción de poliaminas, la cual se ve afectada por la presencia de etileno. 

en cuanto se adiciona AgNO3  al medio de cultivo se contrarresta el efecto de dicho 

gas (Sillar y Joung, 1984; Vain et al., 1989; Songstand et al., 1992). Las 

condiciones osmóticas del medio intracelular son también determinantes para 

obtener regeneración (Mamada, 1977; Yong•Hwan y Janick, 1991) y en nuestro 

caso un incremento de sacarosa (6%) resultó favorable. 

Se ha reportado que los embriones somáticos necesitan condiciones óptimas 

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 suspensión 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 embrión somático se 

desarrolle adecuadamente (Emons y Kieft, 1991). Estos embriones en medio 

líquido derivan de grupos de células con características meristemáticas, 

mismas que son determinantes para que se manifieste una respuesta morfogénica 

(Aleith y Richter, 1991). 

Actualmente se ha establecido que los cultivos líquidos resultan ser más 

favorables para generar embriones somáticos, ya que se ha observado que cuando 

los cultivos embriogénicos están en medio sólido, casi siempre se obtiene un 

crecimiento precoz de raíces, debido a la existencia de zonas meristemáticas bien 

definidas (Ved, 1982 y Vasil et 1,1984). 

En cualquiera de los dos casos (sólido o líquido) la masa de callo 

proporciona sustancias que estimulan a la región meristemática, de la cual se 

generan primordios foliares, coleoptilo, formación de escutelo, etc. También es 

probable que el balance hormonal, la cantidad de aminoácidos, o bien las 

corgiciones osmóticas tengan influencia sobre el crecimiento y germinación de los 

embriones somáticos. Con esta finalidad se ha utilizado sacarosa y manitol, que 

modifican las condiciones osmóticas en el medio de cultivo. Cuando se utilizan 

estos compuestos a bajas concentraciones, no se presenta una germinación 

adecuada, más bien esto ocurre cuando se trabaja bajo condiciones de estrés 

osmótico, lo cual ha sido ya reportado en arroz y trigo (Kishor y Reddy, 1986 y 

Brown et al, 1989). 

En particular, para maíz cuando se incrementa el potencial osmótico en el 

medio de cultivo, se incrementa la frecuencia de formación de callos 

embriogénicos. Por otro lado existen estudios con 1-prolina, en los cuales se ha 

visto que además de ser una fuente de nitrógeno importante para el cultivo, 

también actúa como un osmoprotector (Yong-Hwan et el., 1991). En cuanto al ABA, 
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se conoce que está involucrado en el control de muchos eventos durante el 

proceso de embriogénesis somática y entre ellos esta propiciar su germinación. El 

manejo de este fitorregulador es sin embargo delicado, debido a que también 

puede provocar poliembronía o bien inhibir el crecimiento, maduración y 

germinación (Thomann et al., 1992). En esta especie se ha reportado que se 

requiere de ABA en estados tempranos de maduración de los embriones somáticos 

y la respuesta se mejora cuando se adiciona una concentración alta de sacarosa 

(Emons et al., 1993). Por otra parte el GA3  tiene un efecto positivo en los cultivos 

en regeneración, ya que induce la germinación de los embriones somáticos y de 

alguna forma contrarresta el efecto del ABA (cuando es nocivo para el cultivo); se 

ha reportado que estimula la acumulación de proteínas (Yong-Hwan y Janick, 

1991). 

La optimización del protocolo para la obtención de embriones somáticos que 

aqui se utilizó estuvo basado en las consideraciones anteriores y se aplicó 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 regeneración muy relativa (Tablas 6, 7 y 8), 

ya que las plántulas formadas fueron escasas y anormales. Existen otros 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; Zhong 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 somáticos en la superficie y se regeneraron plantas (Tablas 

No. 9, 10), las cuales fueron más vigorosas cuando se utilizó AgNO3, durante la 

inducción de callo. Con el protocolo propuesto por Bohorova y colaboradores 

(1995), los resultados fueron mejorados, obteniéndose al final del experimento 3 

plántulas por embrión (explante) y el 80 % de plantas fértiles (Tabla No. 12) 

después de resembrarse en campo. Esto problablemente se debió a las 
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características del medio de regeneración (MSR), el cual estuvo adicionado de AIA 

y 6-BAP y es posible que la interacción de estos dos fitorreguladores favoreció 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 año. 

En la mayoría de los trabajos reportados en relación a este punto, se 

establece que el tipo de explante más adecuado para la obtención de callo 

embriogénico es el embrión inmaduro, ya que generalmente en gramíneas y en 

especial maíz, se ha adoptado como regla que el tejido maduro no es un explante 

adecuado para la obtención de callos embriogénicos y mucho menos en generar 

brotes, explicando que se debe al alto grado de diferenciación del tejido (Green y 

Phillips, 1975; Vasil, 1982; Armstrong y Green, 1985; Duncan et al., 1985; Carmen, 

1990). 

También es ampliamente reconocido que el alto nivel de variabilidad en la 

respuesta que muestran los diferentes genotipos, indica que el proceso tiene bases 

genéticas, es decir que la formación del callo y la manifestación de morfogénesis 

está determinada por uno o más alelos dentro del genoma (Choi et al., 

1987; Goldberg ef al., 1989; Aleith y Richter,1991; Petolino y Cowen, 1994). Por tal 

motivo, en los últimos años se considera que las respuestas morfogénicas (brote, 

raíz o embrión somático) en cultivos bajo condiciones in vitro de maíz, dependen 

del genotipo (Bohorova et al., 1992), lo cual implica que no todas las variedades de 

maíz son adecuadas para la obtención de embriones somáticos y/o brotes. 

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

VI.2.1. y VI.2.2.) se logró obtener callo embriogénico a partir de embrión maduro 

(Tablas 6 y 7), pero no pudo lograrse una buena regeneración de brotes, por tanto 
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se propone que es necesario realizar más experimentos, para determinar si bajo 

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

obtención de callos, no sólo con capacidad embriogénica, sino también con un alto 

potencial de regeneración y la manifestación del mismo. 

Con base en los resultados obtenidos, es posible que el estado fisiológico 

del explante pueda ser factor más determinante para lograr la manifestación del 

proceso de embriogénesis somática y regeneración; 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. Además no hay que descartar que 

elementos presentes en el medio de cultivo (AgNO, , sacarosa y probablemente 

otras subtancias) pueden propiciar o interferir en la respuesta morfogénica de los 

cultivos de la especie en estdio. 

El análisis histológico realizado confirmó las observaciones anteriores, ya 

que en los cultivos provenientes de embrión inmaduro, se observaron abundantes 

embriones somáticos, por lo que es posible que la regeneración de plantas 

completas sea a partir de dichas estructuras. 

En cambio cuando se analizaron los cultivos que se originaron de embrión 

maduro, desde el Inicio se detectaron zonas organizadas y bien diferenciadas 

(Figs. 7 y 8). Cuando los cultivos permanecieron más tiempo en medio de 

regeneración se localizaron regiones altamente especializadas (Fig. 9), por lo que 

las pocas plantas que se regeneraron en estos cultivos probablemente provenían 

de estas regiones. En este caso no se detectó con claridad la presencia de 

embriones somáticos, ya que las muestras de callo tienen una forma muy 

heterogegea y por esta razón no se puede manejar una orientación para la 

realización de los cortes histológicos, sin embargo, se localizaron regiones de 
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tejido que pueden ser porciones de embriones somáticos,por tanto no se descarta 

la posibilidad de su existencia. 

Hay cierta controversia acerca del origen de los embriones somáticos en 

cultivo. Al respecto algunos autores sostienen que este fenómeno se da a partir de 

una sola célula y otros que es multicelular (Vasil, 1982; Mc Clain y Hodges 1986). 

Además con base en algunos estudios para definir las características del 

embrión somático cuando se encuentra adherido al callo en comparación con las 

de un embrión cigótico (Emons y Klett, 1991), por lo que se piensa que el desarrollo 

pueda ser similar, pero también se indica que el conocimiento que se tiene acerca 

del origen y desarrollo de los embriones somáticos todavía deja muchas lagunas 

por aclarar. Con respecto a este punto, por los resultados obtenidos en este 

trabajo, se puede indicar que el origen de los embriones somáticos es unicelular y 

esto se pudo corroborar en cortes histológicos de callos embriogénicos en otros 

genotipos de maíz. En todos los casos se observaron regiones de células 

embriogénicas, y algunas de ellas ya mostraban las divisiones características que 

conllevan a la formación de un embrión somático. 

En relación a nuestro sistema, es pertinente recordar que las muestras 

analizadas fueron tomadas en tiempos pre-establecidos, y por tanto se dejaron 

etapas intermedias sin observación. Por tal motivo no podemos descartar la 

posibilidad de que algunos de los brotes observados en los callos embriogénicos 

provenientes de embriones inmaduros, tengan su origen vía organogénesis y no 

por embriogénesis somática. Esto con base en que los brotes carecieron de raíces 

y por tanto no se puede indicar la existencia de una polaridad, además, no se 

localizaron embriones somáticos en estados de desarrollo más avanzados, sino 

que de los embriones somáticos en estado globular (etapa T = 6), se pasó 
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directamente a la observación de brotes (T = 10), probablemente debido a la alta 

velocidad de desarrollo. Fue necesario señalar este aspecto porque sería 

conveniente confirmar la existencia de etapas avanzadas del desarrollo de los 

embriones somáticos realizando cortes y observaciones histológicas a intervalos 

de tiempo más cortos. 

En cuanto a los estudios bioquímicos, los resultados electroforéticos nos 

indicaron que el método para la obtención de proteínas de pared fue el correcto, 

tanto para ejes embrionarios germinados como para callos embriogénicos, ya que 

en cada uno de los casos se encontró un patrón similar de proteínas, 

independientemente del tratamiento previo al que fueron sometidas las muestras. 

Sólo la autorradiografía de dichos geles reveló las proteínas de pared sintetizadas 

de novo, puesto que llevan en su cadena polipeptídica a la prolina y esto ocurrió 

con más claridad cuando se utilizó Dicamba, lo cual podría indicar que la síntesis 

de proteínas de pared se ve favorecida por dicho fitorregulador. 

Los callos provenientes de embrión maduro presentaron valores altos de 

incorporación de prolina-14C (Tabla 18), lo cual pudo deberse a que el medio de 

cultivo del cual provenían estuvo adicionado de Dicamba y por tanto se favoreció 

dicha Incorporación, a pesar de que no se obtuvieron embriones somáticos a partir 

de estos callos. Sin embargo en el análisis histológico se detectó gran cantidad 

de tejido con un alto grado de diferenciación (Figs. 7, 8 y 9). 

Por otra parte, en el material que provino de embrión inmaduro, el valor de 

incorporación más alto se registró en T = 6 (cultivos que han permanecido 6 días 

en medio de regeneración), correlacionándose con el momento en que se 

manifestó la formación de embriones somáticos y por tanto se puede inferir que en 

este momento hay una alta actividad de síntesis de proteínas de pared celular. 
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Lo anterior podría indicar que el nivel de la incorporación de Prolina-I4C 

puede variar de tejido a tejido, porque depende de muchos factores tales como: 

absorción, estado metabólico, número de células activas, etc. Por tanto los valores 

de incorporación sólo son un índice de actividad metabólica del tejido y no se 

pueden considerar como indicadores de la velocidad neta de la síntesis de pared. 

La relación Prolina-Hidroxiprolina en cambio, es de suma importancia porque 

dé información sobre otro aspecto del proceso, ya que indica la capacidad de 

conversión de Praline a Hidroxiprolina, independientemente del nivel de la marca 

incorporada en cada tipo de tejido. 

Durante la germinación de ejes embrionarios predomina el nivel de 

hidroxiprolina (Tabla No. 15), esta conversión se ve estimulada por la presencia de 

auxinas. 

En callos, el recambio de prolina a hidroxiprolina ocurre en mucha mayor 

proporción en los cultivos provenientes de embrión inmaduro (Tabla No 19) en 

relación a los originados de embrión maduro, indicando que el estado fisiológico 

del explante tiene influencia relevante en la manifestación de los eventos 

bioquímicos que deben ocurrir para que se obtenga una respuesta morfogénica en 

los cultivos in vitro de maíz. 

Existen estudios en cultivos embriogénicos de maíz que proponen que los 

altos niveles de glicoproteínas de pared celular, ricas en hidroxiprolina son 

indicadores de proliferación celular (Ludevid et al., 1990; Ruíz-Avila el al.,1991), 

también se han propuesto marcadores de embriogénesis, como el gen EP2 (Sterk 

el al .,1991); por lo cual en nuestro caso, la diferencia en la relación de 
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prolinalhidroxiprolina que presentan los cultivos embriogénicos de maíz, parece 

correlacionar con la capacidad de formación de embriones somáticos, y podría por 

tanto, ser un buen indicador bioquímico para predecir la respuesta embriogénica 

en callos de esta especie . 

Con base en los resultados del análisis histológico se concluye que el tejido 

embriogénico fue muy heterogéneo (Figs, 3-9), es decir, los embriones somáticos 

se encontraron inmersos en tejido no embriogénico y por lo tanto los resultados 

bioquímicos obtenidos son indicativos del proceso, pero no pueden interpretarse 

con absoluta seguridad. De aquí que consideramos que sería conveniente tener un 

sistema de embriones somáticos obtenidos en medio líquido para hacer este 

estudio (y en general otros estudios bioquímicos), pues ahí los resultados que se 

obtengan serían representativos directamente del tejido que nos interesa y no se 

mezclarían con respuestas de tejidos adyacentes, en otro (s) estado (e) 

metabólico (e). 
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RECAPITULACIÓN 

1.- El medio de cultivo más favorable para inducir callo a partir de un maíz criollo 

fue el N6, adicionado de Dicamba y AgNO3. 

2.- La obtención de callo con características embriogénicas se logró al disminuir la 

cantidad de auxina en el medio de cultivo y proporcionar un choque osmótico al 

incrementar la concentración de sacarosa. 

3.- Para que se manifieste con claridad la respuesta de embriogénesis somática, el 

tejido calloso debe recuperarse de choque osmótico mediante el paso por una 

resiembra, en la que el medio de cultivo tenga la concentración habitual de 

sacarosa. 

4.. La regeneración (formación de brotes) se presenta durante los primeros 10 días 

a partir de que el callo embriogénlco permanece en un medio de cultivo libre de 

fitorreguladores. 

6.- Con base en el análisis histológico se puede concluir que: 

a) Sólo los cultivos provenientes de embriones inmaduros formaron embriones 

somáticos verdaderos, esto durante las primeras dos semanas que el cultivo 

permaneció 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 (inducción) y observándose con 

mayor claridad mientras va pasando el tiempo (a los 27 días en el medio de 

regeneración). También se localizaron regiones de células meristemáticas con 

características embriogénicas, pero no se logró observar cambios que conlleven a 

la formación de verdaderos embriones somáticos. 

L- Dentro del grupo de las auxinas, el Dicamba es la que más promueve la 

incorporación de prolina-'4C en las proteínas de las paredes celulares, tanto en 

ejes embrionarios como en cultivos celulares de maíz Tuxpeflo (callo). También 

parece influir en la activación del proceso de conversión de prollna a hidroxiprolina, 

el cual es necesario para la manifestación del proceso de embriogénesis somática. 
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VIII.-CONCLUSIONES 

I.- Es posible obtener cultivos celulares capaces de generar embriones 

somáticos a partir de un genotipo de maíz criollo (Tuxpeilo en este caso), 

utilizando como explante original embriones Inmaduros. 

2.- El análisis histológico es un método adecuado para caracterizar los 

cambios que ocurren en los tejidos de maíz en cultivo durante la respuesta 

morfogénica bajo condiciones de cultivo In vitro. 

3.- La conversión de prolina a hidroxiprolina es un marcador bioquímico que 

puede Indicar la capacidad de un cultivo para manifestar su potencial 

rnorfogénico vía embriogénesis somática. 
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