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El objetivo de este trabajo fue la optimizacién y caracterizacién de células en suspension de
malz a través de parametros fisicos y bioquimicos. Con la finalidad de obtener mayor cantidad
de material biolégico, materia prima, necesaria en el area de investigacion. Para lo cual se
establecid, seleccioné y caracterizé mediante diversos parametros, cultivos callogénicos y en

suspensién originados de diferentes explantes en medios de cultivo.

En la induccidn de callo se utilizaron dos explantes, el Eje Embrionario (EE) y Segmentos de
Tallo y Hoja (STH) observandose que el mejor es éste ultimo. Ademas, se determind que la
presencia de L-prolina es fundamental para la induccién de callo de STH. Asi mismo, se
determiné que el medio que contiene una relacién de NO; -:NH, * de 1:4 (C5-0) es mejor para la

induccion de callo de STH que los medios que presentaban una relacién 1:2. (C3, C4).

En la etapa Proliferacién de callo se probé soélo un explante (STH) ya que este fue mejor que Eje
Embrionario; y se probaron las medios con relacion de NO; “ :NH, ~ de 1:2 y 1:4 observandose

que la relacién 1:4 en esta etapa también estimulé la proliferacion de los callos.

Para la etapa de suspensiones se hizo un ensayo comparativo entre los explantes Eje
Embrionario, Embrién Completo y Segmento de Tallo y Hojas, con Ia finalidad de conocer si
existe respuesta diferencial en el crecimiento de células en fase suspensién y se probd las
relaciones nitrato 1:2 y 1:4 observandose que la relacién 1:2 es mejor para los explantes Eje
Embrionario y Embrién Completo y la relacién 1:4 continua siendo mejor para Segmentos de
Tallo y Hoja, sin embargo, el crecimiento de éste ultimo es mayor que en cualquiera de estos

dos explantes.

Se evalué el crecimiento de suspensiones en cinco concentraciones de BAP, siendo mejor el S5
‘econ 0.2 mg L'y en general el comportamiento de las concentraciones es dosis respuesta. As|
mismo se probd la concentracion de 2,4-D y se observé que la concentracion 3 mg ' L' en medio

‘S5 es la ideal.
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Posteriormente se prob¢ indirectamente que ei cultivo estuviera en fase S mediante curvas de
incorporacién de timidina y de su posterior inhibicidn. Como conclusién, nuestro cultivo en
suspension consiste de una poblacién heterogénea de células que se encuentran en diferentes
etapas del ciclo celular, tenemos una muy pequefia poblacidon de células que se encuentran en
divisién, y otra que se encuentra en la fase de sintesis, sin embargo, una gran parte de nuestra

poblacion se encuentra en fase Go.

El inhibidor esta a muy baja concentracién por lo cual la inhibicién de la incorporacion no es total

y desde el principio en el tratamiento T3, sin embargo, existe un leve abatimiento a las 36 horas.

“Aunque muchos autores utilizan cémo Gnico pardmetro para caracterizacion de suspensiones el

é;;i fre_scd, es de gran importancia tomar a la par otros parédmetros, tales como el peso seco, y

labhan}iﬁcat:ién de proteinas, o !a incorporacion de timidina ya que esto nos denota como se

encuentra nuestro cultivo.
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€l cultivo de tejidos vegetales es una herramienta que permite obtener una gran cantidad de
material biolégico para el estudio de la divisién celular en plantas superiores. Esta técnica
permite controlar las condiciones fisicas y quimicas det sistema, logrando asi contar con material

biolégico en cualquier momento.

El cultivo de tejidos vegetales toma relevancia en especies de gran importancia econémica como
el maiz ya que este cereal es el tercero en importancia del mundo, por lo que ha sido
ampliamente utilizado en investigaciones a nivel fisiolégico y bioquimico, dando como resultado
una gran cantidad de informacién sobre la respuesta a reguladores del crecimiento, transporte

de nutrientes, genes, entre otros (Freeling y Walbot, 1994).

Sin embargo, aun cuando las mazorcas de maiz presentan una gran cantidad de semiilas por
mazorca, para la realizacién de estudios se requiere una fuente de material constantemente
como fuente de enzimas y sustratos, por lo cual es necesario contar con una altemativa la cual
es proporcionada por el cultivo de células en suspensién; este sistema se origina de tejido
indiferenciado (callo) producido por alguna seccién de |la planta, colocandolos en medios de

cultivo que les proporcionan las condiciones necesarias para la proliferacién celular.

En estudios bioquimicos y moleculares es premequisito contar con sistemas celulares
homogéneos, para lo cual es necesario evaluar su crecimiento a través de parametros
fisioldgicos como peso fresco, peso seco y niimero de células, o monitoreando metabdlicamente
los cultivos por cuantificacién de otros pardmetros bioquimicos tales como contenido de
proteina total, contenido de DNA y RNA, demanda de oxigeno, actividad total de algunas
enzimas como peroxidasas, etc. (Street, 1977). En este trabajo se optimiz6 y caracterizé
cultivos de células en suspensién de maiz de la raza Chalquefo, tomando en cuenta los
parametros fisiol6gicos: peso fresco y peso seco y bioquimicos: contenido de proteinas e

incorporacién de Timidina tritiada.



Il REVISION DE LITERATURA.



UBICACION TAXONOMICA DEL MAI[Z

El malz es una planta herbacea anual, la cual ha sido clasificada taxonémicamente de la

siguiente manera:

Reino Plantae

Division Anthophyta (Angiospermas)
Clése Monocotyledones

Orden Commeilinales

Familia Poaceae

Género Zea

Especie Zea mays

(Intemational Code or Botanicat Nomenclature, XV Intemational Botanical Congress, 1993).

CARACTERISTICAS DE LA SEMILLA DE MAIZz.

El fruto del malz es indehiscente y se denomina cariépside (pericarpio y testa adheridas). Este

fruto se desarrolla a partir de un 6vulo que ha sido fecundado, esta formado de embrién,

endospermo, capas protectoras y aleurona (Essau, 1976).

El embrién o esporofito joven, es el resultado de la fertilizacién de una célula huevo dentro del

saco embrionario por uno de los nucleos del grano de polen (Essau, 1976), presenta un eje

provisto de un cotiledén unico o escutelo lateral escutiforme (Essau, 1976) que en su superficie

abaxial exhibe una epidermis epitelial secretora que esta en contacto con el endospermo, tejido

que se forma de la triple fusién de dos ndcleos polares con un gameto masculino. El



endospermo, tejido de reserva de la semilla, presenta un aito contenido de almidén (amilosa y
amitopectina) el cual es movilizado por la capa de células denominada aleurona para la

alimentacion del embri6én durante la gemminacion (Bewley y Black, 1994; Essau, 1976).

El eje embrionario presenta en su zona apical una plimula que lleva las primeras hojas
verdaderas (primordios foliares) y esta cubierta por el coledptilo, y en el polo opuesto del eje se
encuentra la raiz embrionaria o radicula, cubierta por {a coleorriza (Figura 1) (Bewiey y Black,

1994),

La capa terminal es la seccidn que une al olote con una estructura esponjosa adaptada para la
répida absorcién de humedad. Entre esta capa y la base del embrién se encuentra un tejido
negro conocido como la capa hilar, la cual funciona como un mecanismo sellante durante i{a
maduracién. La formacién de la capa negra indica que el grano llegé a la madurez (Essau,

1976).

El pericarpio, que es la cubierta det fruto (de origen matemo), se conoce como testa o cubierta
de la semilla y deriva de tegumento(s) y presenta una funcién de proteccién (Bewley y Black,

1994) Figura 1.
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Figura 1.~ Corte longitudinal de una semilla de maiz (Tomado de Raven, et al 1999).

CARACTERISTICAS DE LA PLANTA DE MAIZ.

Los tallos de gramineas estan constituidos de tres sistemas de tejido, el
epidérmico, el fundamental y el vascular. En el caso de las plantas inmaduras,
los haces vasculares se encuentran dispersos en el parénquima fundamental y
no presentan cortex ni médula definida. El parénquima subepidérmico esta

fuertemente esclerificado (Esau, 1976).
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El eje de la planta est& formado de fitdmeros u hojas; estos fitmeros son altemos, opuestos y
con vainas basales envolventes, de las cuales los primeros 5 a 7 forman la fase juvenil de la
planta (Figura 2), los mas distales la adulta. La fase vegetativa del tallo crece 3 a 4 semanas
bajo condiciones nommales. Durante esta fase los entrenudos se alargan lentamente y la parte
superior del tallo consiste de hojas. Con la iniciacién de la inflorescencia, todos los entrenudos
basales (cinco o seis) permanecen con bajo crecimiento y ellos dan lugar al sistema radicular

(Freeling y Waibot, 1994).

El crecimiento de la planta estd dado por la presencia de tres tipos de meristemaos, el apical, el
del cuerpo del tallo y el radicular. El mernistemo apical produce tejido axial hacia abajo y
primordios foliares laterales. El del tallo o del engrosamiento primario periférico, esta en division
continua; es un derivado del apical y forma parénquima fundamental asi como cordones
procambiales que se transforrman en haces vasculares posteriormente. Los entrenudos se
alargan después que el eje alcanza cierta anchura. Posterior al alargamiento, se presenta un
incremento en espesor por aumento de tamafio y divisibn de las células de} parénquima

fundamental (Essau, 1976).

El meristemo radicular se encuentra protegido por una capa de células (la caliptra) que cubre

otra capa de cuatro céiulas, llamada columna inicial, que a su vez cubre a dos células centrales.

10




Raices
Adventicias

Figura 2.- Estructura de una plantula de maiz (Tomado de Raven, et al 1999)..

ORIGEN DE LA RAZA CHALQUENO.

El ancestro del maiz actual que crece en México y dreas vecinas a Mesoamérica (Witkes, 19687)
se cree estd cercanamente emparentado con el Teosintle (Zea spp), maiz silvestre (Doebley e
Itis, 1980; Galinat, 1992). A pesar de que el origen del maiz cultivado en tierras altas def centro
de México es desconocido, la raza palomero toluqueiio ha sido considerada como una raza con
ancestros indigenas (Wellhausen et a/ 1952). Sin embargo, y de acuerdo con evidencias de
domesticacién, el origen dei maiz tuvo lugar hace 7000 afios en el centro y sureste de México
(MacNeisk, 1985 y Goodman, 1988). Se ha propuesto un *multicentro de domesticacion del

maiz”, con dos de los cuatro centros en el centro de México (Kato, 1984)
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La raza Chalquefio ha sido clasificada dentro de un grupo de razas de origen ancestral que
presenta morfologia vegetal (Anderson y Cutler, 1942) y frecuencia isoenzimatica similares entre
eilas; este grupo estad formado, ademas del Chalqueiio, por las razas palomero toluqueiio,

cénico, armrocillo amarillo y cacahuacincle (Doebley, 1985).

La raza Chalqueiio est4 caracterizada por ser altamente pubescente, y frecuentemente con
tallos purpuras, hojas correosas, colgantes, raices fragiles e inflorescencias masculinas poco
ramificadas asi como espigas de fonma cénica y crece en areas con una estacién de crecimiento
largo y en altitudes arriba de los 2000 metros en el centro de México; esta adaptado a zonas

frias (12.5 a 7 ° C) (Anderson y Cutler, 1942).

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES.

El cultivo de tejido Vegetal descansa sobre dos hechos biolégicos, el primero, la
totipotencialidad y autonomia, basadas en los dogmas expresados por Matthias Schieiden en
1838 y Theodor Schwaann en 1839 respecto al hecho que las células son componentes de
plantas y animales; y el dogma planteadas por Rudolf Virchow de su totipotenciatidad. Dichas
teorias son demostradas en dos pasos, el primero es la multiplicacién de una sola célula, y el

segundo su transforracién en un organismo completo (Vasil, 1985).

El segundo hecho es que las fuentes de nutricién para el crecimiento vegetal en la naturaléza
son los nutrientes minerales, los cuales son obtenidos del suelo, junto con el agua, a través del
sistema radicular; el diéxido de carbono atmosférico, el cual es utilizado en el proceso de
fotosintesis para proveer carbono como una fuente de energia bdsica. Finalmente, el cuerpo
vegetal, particularmente sus regiones meristematicas y drganos jévenes tales como hojas;

usando el carbdn fijado y minerales, sintetizan todas las vitaminas y varias sustancias de



crecimiento vegetal que son criticas y esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de la

planta. Por lo cual se dice que las plantas son autotréficas (Salisbury y Ross, 1992).

Por tanto, el objetivo principal de estas técnicas del cultivo de tejido vegetal in vitro es proveer
artificialmente las sustancias nutricionales a través de los medios de cultivo a los explantes tales
como érganos, tejidos, callos o célutas. Asi mismo, estos explantes se cultivan bajo condiciones
ambientales controladas (temperatura, humedad relativa, fotoperiodo, etc.), las cuales son
semejantes a las condiciones ambientales bajo las cuales crecen las plantas intactas en la

naturaleza (Vasil, 1985).

En general, los componentes del medio de cultivo para células vegetales se dividen en dos:
compuestos inorgénicos y compuestos orgénicos. Los primeros estan constituidos de
macronutrientes y micronutrientes, y dentro de los segundos se encuentran las vitaminas y

suplementos indefinidos, los aminoécidos, los carbohidratos y finalmente tos fitoreguladores,

sustancias de crecimiento vegetal (Hurtado y Merino, 1988).

MEDIOS DE CULTIVO

COMPUESTOS INORGANICOS

MACRONUTRIENTES

Las sales macronutrientes son el Nitrégeno, Fésforo, Potasio, Calcio, Magnesio y Azufre. A

continuacion se dard una breve resefia de las principales.
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El nitrégeno puede ser suplementado en el medio como nitrégeno orgénico (NH, *, aminoacidos,
sustancias no definidas) o inorganico como NOaJ'. Es el principal responsabie del crecimiento y
diferenciacion de tejido siendo adicionado en la forma de NH,® junto con NOiy. Las células
vegetales requieren un pH acido para absorber el i6n nitrato, dicha absorcién hace que el medio
de cultivo se torme mas basico lo cual permite la absorcién de) i6n amonio. La absorcién de
este Gitimo i6n produce la excrecion de H' al medio haciéndolo nuevamente mas &cido, por lo

cual es importante la adicién del i6n amonio junto con el nitrato (George y Sherrington, 1984).

Pequeitas cantidades del i6n amonio son esenciales para el buen crecimiento del cultivo
(Gamborg et al, 1968 a; Bayley et al, 1972). Sin embargo, se ha demostrado que en
suspensiones de soya y de trigo, las células crecen igualmente bien en presencia o ausencia de
este ion (Bayley ef al.,1972 a). Por otro lado, se demostré que este i6bn produce baja frecuencia
de division celular de protoplastos de papa (Shepard y Totten, 1977), de Salpiglossis (Boyes et

al, 1980), y tres especies de Asteraceae (Okamura et al., 1984).

Los niveles de fésforo varian segtin el sistema utilizado, para el crecimiento de tejido de médula
de tabaco, valores mayores de 2 mM son inhibitorios (Murashige y Skoog, 1982). Para
Haplopappus gracilis, una concentracion de 1.25 es subdptima; sin embargo, cuando se duplica

tal concentracion, la tasa de crecimiento aumenta en un 50 % (Eriksson, 1965).

El azufre es administrado en el medio de cultivo en forma de sales (SO, ) o como los

aminoicidos, L-cisteina, L-metionina y Glutamina. Estos aminoacidos son absomidos

satisfactoriamente por tejido de tabaco (Hart y Filner, 1969).

El potasio a concentraciones de 1 mM ayuda en el crecimiento del cultivo; concentraciones

mayores de 20 mM producen embriogénesis en suspensiones de zanahoria (Brown et al,, 1978).

14



MICRONUTRIENTES

Los micronutrientes o microelementos requeridos en los medios de cultivo de tejido vegetal son
Hierro, Manganeso, Boro, Zinc, Molibdeno, Cobre, Yodo y Cobalto ya que son componentes de

proteinas de células vegetales de importancia metabdélica y fisiolégica.

La deficiencia de Hierro reduce el crecimiento de suspensiones de arroz mas sensiblemente que
cualquier otro i6n. La carencia de Zn’*, Cu®®, B*", Ma"" y Mo también tiene un efecto inhibitorio
que es mas pronunciado con Zn"" y poco detectable con Mo (Ohira et al., 1975). Sin embargo,
Murashige y Skoog (1862) no observaron ninguna diferencia en crecimiento de tejido de tabaco
en concentraciones varantes de Mo. A pH alto e! Hiemo se precipita lo cual! reduce su
disponibilidad, por ello es adicionado en forma quelada (Murashige y Skoog, 1982; Vasil y
Hildebrandt, 1968 tomado de George y Shemington, 1984). Muchos medios contienen alrededor
de 0.1 mM de Fe. Murashige y Skoog (1962) incluyen 0.1 mM de FeSo4 y 0.11 mM de Na,
EDTA por litro de medio. El exceso de EDTA presente puede quelar otros metales en el medio

(Singh y Krikorian, 1980).

El cobalto fue incluido por Murashige y Skoog (1962) ya que es esencial en el metabolismo
vegetal (Salisbury, 1959). Es el componente metdlico en el complejo vitamina B,2; dicha vitamina

es esencial en la fijacién del nitrégeno (Kite, 1987).

Cabe seialar que los medios de cultivo conocidos difieren entre si por las cantidades y fuentes
de iones; por ejempio, el Medio MS desarrollado por Murashige y Skoog 1982 para tabaco, que
contiene 40 mM de Nitrégeno como NO3y~ y 20 mM como NH,*. Dicho medio revisado dié un
incremento en peso seco de callo de 167% mas que el medio de Hilderbrandt ef a/. (1846) en el
tabaco. Lin y Staba (1961), Chaturvedi ef al. (1978) (tomados de George y Sherrington, 1984)
entre otros autores se han basado en el medio MS para formular sus medios. Shenk y

Hildebrandt (1972) definieron el medio SH para la induccién y cultivo de callo tanto para plantas

15



monocotiledéneas como para dicotiledéneas, este medio presenta una concentracién iénica
similar @ la del medio Gamborg et al (1968), con niveles altos de Ca **, Mg"" y P, pero que
cualquier aumento en las concentraciones de estos iones produce precipitados asi como
decremento en el crecimiento del cultivo. El medio Ng descrito por Chu et a/ en el afio 1975 y
desarrollado para estudio comparativo de cultivo de anteras de varias especies vegetlales,

presenta N casi a la mitad que el medio MS asi como casi el doble de K.

COMPUESTOS ORGANICOS

VITA

Las vitarninas son sustancias orgénicas necesarias en células vegetales que tienen una funcién

catalitica esencial en el metabolismo.

Las vitaminas mas utilizadas en los medios de cultivo vegetales son la tiamina (B1), el 4cido
nicotinico (niacina o B3), la piridoxina (B88), la rivoflavina (B2), el acido félico (B9) y biotina (B8).
El mio-inositol, azdcar alcohol, estimula el crecimiento y morfogénesis vegetal, por lo que en

ocasiones se clasifica dentro de este grupo (George y Sherrington, 1984).

AMINOACIDOS

Los aminodcidos proveen a las células vegetales de una fuente disponible de nitrégeno. Asi
mismo, promueven la embriogénesis somética de diversas especies como zanahoria (Halperin y
Wetherell, 1965; Wetherelt y Dougall, 1976 tomado de George y Sheringtong; Kamada y
Harada, 1979), Alfaifa (Walker y Sato, 1981 tomado de George y Shermingtong, 1984; Stuar y
Strickland, 1984), Atropa belladonna ( Thomas y Street, 1970), y Digitalis lanata (Kuberski et al.,
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1984). Sin embargo, algunos aminoacidos en especial los aromaticos (la fenilalanina, el
triptofano vy la tirosina), pueden inhibir el crecimiento (Filner. 1968; Gamborg et al/., 1968), por

ejemplo en el cuttivo de callo de mafz (Sheridan, 1977).

La L-prolina es un aminoacido que diversos autores (Amstrong y Green, 1985; Brar et al., 1979;
Flona et al., 1990) han reportado que induce callos disgregables. Sin embargo, Conger et al.,
(1987) no adicionan este aminoacido a su medio SH para segmentos de hojas. La L-prolina
estimula 1a embriogénesis somatica sélo en maiz, (Anmstrong y Green, 1985), o en combinacién
con serina en cultivos en suspensién de Dactylis glomerata (Trigiano y Conger 1987). Otros
aminoacidos importantes son la asparagina, la glicina y la serina que promueven igualmente

embriogénesis somatica en un sistema de maiz (George y Sherrington, 1984).

REGULADORES DE CRECIMIENTO,

Las sustancias de crecimiento vegetal u hormonas vegetales son compuestos orgdnicos que se
sintetizan dentro de los tejidos vegetales, presentan un papel regutatorio en el crecimiento y
desarrollo vegetal y son activos a bajas concentraciones. En la actualidad existen sustancias
sintetizadas por el hombre, que al ser aplicadas a las plantas o a tejidos vegetales provocan
respuestas similares a las honmonas y son denominados reguladores de crecimiento vegetal. En
cultivo de tejidos se utilizan principalmente dos tipos de reguladores de crecimiento, auxinas y

citocininas (Moore y Thomas, 1989).

¢ Auxinas.
Las auxinas son sustancias que ejercen un efecto fisiolégico similar al dei AlA, la primera auxina
descubierta. Pueden ser clasificadas como compuestos indoélicos, los fenoxidcidos, los dcidos

naftalenacéticos o acidos benzdicos (Moore y Thomas, 1989).



L.as auxinas naturales son pro&ucidas en zonas meristematicas de tallos y transportadas hacia
abajo en el tallo a otras partes de la planta. La concentracién de auxina difiere de planta a
planta, en los diferentes tejidos, la estacién del afo y en la etapa de crecimiemo de la planta. Se
han encontrado ampliamente distribuidas en plantas con y sin semilla asi como en bacterias,

hongos y algas. (Moore y Thomas, 1988)

Estos compuestos estan implicados en procesos fisiolégicos tales como la elongacion celular,
geotropismo, fototropismo, dominancia apical, iniciacién de raiz, desamollo de frutos, puede
inhibir o promover (via estimulacién de etileno) abscisién de hojas y frutos, partenocarpia y
expresiéon del sexo y en altas concentraciones estimula la produccién de etileno. (Moore y

Thomas, 1989)

En cultivo de tejido vegetal, promueve el crecimiento de calio, de células en suspensitn y
organos (tales como meristemos de tallos o raices). En combinacidon con citocininas, estimula
diferenciacién de floema y xilema; asi mismo, induce la formacién de raiz en cortes de tallo y

desarrollo de raices lateraies (Davies, 1995; Salisbury y Ross, 1992).

E! 2,4-D, auxina sintética, es un iniciador o inductor de 1a division celular, mediante la activacion
de un sistema de cascada de sefales, el cual involucra la unién del ligando (el 2,4-D) a
receptores en plasmalema, reticulo endoplasmico y tonoplasto; segundos mensajeros COmo son
fosfatidil inositol 4,5-bifosfato, Ca,’ y AMPc; e integrantes de la cadena de transduccién de
sefales entre ellos protelnas G, fosfolipasa C, protein cinasa y ciclinas, que da lugar a que la
célula reprograme su expresién génica asi como que reorganice la estructura de su

citoesqueleto (Ommrod y Francis, 1993).

El 2,4-D ha sido ampliamente utilizado en cultivo de tejidos de Gramineas en la induccién de
cailo utilizando embriones inmaduros de Triticum aestivum, L (Flona et al., 1990), en segmentos

de tallo y hoja (Green et al.,, 1974), embrion inmaduro y pldntulas para formacién de callo de
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sorgo (Brar et al., 1979) para callo de maiz originado de embrién maduro asi como de secciones

de tallo de plantulas (Sheridan, 1977).

e Citocininas.

E! término citocinina fue propuesto por Skoog y colaboradores y define a un grupo de
compuestos que promueven la citocinesis en las células vegetales y producen efectos similares
a aquellos producidos por la cinetina (Moore, 1989). Son compuestos con una estructura
parecida a la base adenina. En la actualidad se han identificado alrededor de 200 tipos de
citocininas; entre las naturales se encuentra !a zeatina 6-(4-hidroxy-3-metil-tans-2-butenil-
amino(purina), la cual fue aislada de granos de malz inmadwos y las sintéticas como es la

Cinetina (6-furfurilaminopurina).

Las citocininas naturales se encuentran en altas concentraciones en regiones meristematicas y
tejido en crecimiento y divisi6n como son raices, hojas jévenes, frutos en desarrollo y semillas.
Estan ampliamente distribuidas en plantas superiores, musgos, hongos, bacterias y en muchos

procariontes (Salisbury y Ross, 1982).

La manifestacién fisiolégica producida por la planta en respuesta a la aplicacién de las
citocininas depende tanto de la especie como del tipo de citocinina apiicada (Davies, 1995;
Salisbury y Ross, 1992). Entre los efectos que produce dicha aplicacién in vivo se encuentran el
aumento de la apertura estomatica y se fomenta la induccién de morfogénesis de cloroplastos.
Otros efectos son divisién celular y formacién de érganos, geminacion de semilias, alargamieﬁto
de células y érganos, iniciacién y crecimiento de raiz, desarrollo de yemas vy tallos, retardo de la
senescencia y promocién de la translocacién de nutrientes y sustancias organicas. En cultivo de
tejido in vitro las citocininas estimulan la divisién y expansién celular, la morfogénesis, asi como

el crecimiento de yemas (George y Sherrington, 1984).




TIPOS DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES

CULTIVO DE CALLO

El tejido caillogénico (callo) se define como una masa amorfa de tejidos desdiferenciados, de
morfologia y coloracidén variable (Hurtado y Merino, 1988). Se caracteriza por tener proliferacion
continua acelerada y carente de organizacién, asi como por estar constituido de un solo tipo de
células (callo homogéneo) o de varios tipos celulares (callo heterogéneo), se obtiene a partir de
fragmentos de tejido de zonas no diferenciadas (Thorpe y Brown, 1978 tomado de George y

Sherringtong, 1984; Brown, 1990).

El callo ha sido utilizado ampliamente como un modelo biol6gico en investigacién en fisiologia
celular (Savidege, 1983), estudios de organogénesis (Dixon, 1985; George y Sherrington, 1984),
embriogénesis (Tumham y Northcote, 1982), y genética entre otros (Aschmore y Gould, 1981).

El callo puede ser obtenido de cambium, cortex, médula, floema secundario y ain xilema. La
induccién y proliferacion tienen lugar en presencia de auxinas fuertes tales como el ANA, 2.4-D,

Dicamba, etc., asi como con una citocinina en menor proporcién que estimule 1a division celular.

La induccién tarda de 3 a 8 semanas para dar lugar a la formacién de callo, momento en el cual
éste serd subcuitivado, transfiriendo pequeiias piezas de tejido (50-100 mg) a medio fresco y
una vez que el callo ha sido establecido, debe ser subdividido y subcultivado a intervalos

regulares hasta obtener suficiente material disponible para experimentacién (Dixon, 1985).

Las condiciones de incubacién para los cultivos de callos son 25° C de temperatura y baja

intensidad luminica (Dixon, 1985).
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La cinética de crecimiento de los cultivos de callos es cuantificada mediante el incremento de
peso fresco y seco aunque existen otros pardmetros tales como numero y volumen celular y

nitrégeno insoluble contra el tiempo (Butcher e Ingram., 1974).

En el cultivo de callo, la divisién celular estd confinada a la periferia del tejido (Aitchison et al.,
1977 tomado de Street, 1977). La proliferacién se localiza generalmente en nédulos o en zonas
meristematicas superficiales y es el resultado de [a division periclinal. La formacién de estas
secciones proliferantes se da gracias a que conforme la tasa de division cae, el plano de divisién
del tejido se aitera dando inicio a la actividad meristemética s6lo en ciertas secciones y asf

iniciando la formacién de nédulos (Street, 1977).

En cultivo de callos esta fase se asocia con el cese de {a divisién celular. La tasa de respiracion
deciina y la sintesis de RNA y contenido y la actividad de enzimas claves de !a via de las
pentosas fosfato decrece (Khaukin y Varakina, 1981). En muchos casos, si el medio nutritivo
consumido no es reemplazado, puede ocumir diferenciacién celular. Esto podria involucrar la
actividad de regiones meristematicas dentro del cuerpo del cultivo del catlo, llevando a ia
regeneracion de o6rganos, lo cua) estd asociado al incremento en produccién de metabolitos
secundarios. Thomas y Street (1970) encontraron morfogénesis en cultivo en suspensién de
Atropa belladona y produccion del alcaloide tropina. Nikoleava y Vollosovich (1972), encontraron
alcaloides por Datura spp, y alcaloides indélicos de Rauwolfia serpentina. En algunas especies,
la agregacion celular decrece (King, 1980) acumuléndose compuestos fendlicos a un nivel

maximo.
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CULTIVO DE CELULAS EN SUSPENSION

Los cultivos en suspension son una poblacién casi homogénea de células que puede ser
expuesta uniformemente a la aplicaci6én de agentes quimicos. Tales cultivos crecen bajo

condiciones definidas y asépticas (Butcher e ingram., 1974).

En general, el hecho que los cultivos en suspensién estén formados por conglomerados
celulares mas que de células aisladas (Sycamore spp), es una restriccion en el uso de estos
cuitivos para estudios bioquimicos de diferenciacién (Butcher et al, 1974). Sin embargo, los
cultivos en suspension han sido utilizados ampliamente en estudios bioquimicos de vias de
metabolitos secundarios, induccién enzimatica y expresion génica, asf como degradacién de
xenobidticos y como una fuente de material de purificacién de enzimas; asi mismo en la
caracterizacién de mutantes. Segun Dixon (1985), la falta de clorofila y carotenoides en muchos
cultivos de células en suspension benefician grandemente las investigaciones que involucran el

aislamiento de enzimas o productos secundarios.

Nickell (1958) tomado de George y Sherrington, 1984. fue el primero que demostré la posibilidad
de crecer células en suspensién como un cultivo de microorganismos; asi mismo, aplicd las
técnicas para el estudio de microorganismos (técnicas de fermentaciéon microbiana, de estudios
en cinética de crecimiento, en composicién bioquimica y produccién de metabolitos particulares)
a los cultivos en suspensién utilizando como modelo células de hipocétilo de frijol Phaseolus

vulgaris (Tulecke y Nickell, 1960; Tulecke y Nickell, 1959).

En la actualidad se han desarrollado cultivos en suspension de especies diversas tales como
Nicotiana tabacum ( Carison, 1970), Daucus carota (McWilliam et al, 1974), de tejido nommal y
tumoroso de Pjcea Glauca (Reinert, 1956 tomado de George y Shemingtong), y de tejido

haploide de Antirrhinum majus (Melchers y Bargmann, 1959 tomado de Street, 1977) entre otros.
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Los cultivos de células en suspensién deben estar en constante agitacibn para con elio
mantener a las células distribuidas en el medio de cultivo de tal forma que todas reciban los
nutrientes necesarios para su supervivencia, ademas de pemmitir la oxigenacién del medio, asi
como la excrecién de sustancias voléitiles que pueden ser téxicas al cultivo. El cultivo puede ser
mantenido y propagado por inoculaciones de un volumen de cultivo madre establecido en

intervalos de tiempo determinados (Butcher e ingram, 1974).

El crecimiento de cultivos en suspensién puede ser evaluado a partir de mediciones de uno o
varios de los siguientes parametros: pagquete del volumen celular, nGmero de células, peso
fresco y seco, contenido de proteinas y DNA total, conductividad del medio, viabilidad celular,
etc. La cinética de crecimiento del cultivo en suspensién, obtenida a partir de estos parametros
es de tipo sigmoidal (Street, 1977; Hurtado y Merino, 1888). La curva presenta las siguientes
fases (Figura 3): la primera es la fase lag o de reposo, el inéculo no presenta ninguna sefial de
divisién celular, ya que dnicamente se esta adaptando a las nuevas condiciones de nutricién
para posteriormente iniciar e incrementar la velocidad de division celular durante las fases
exponencial y lineal (tasa de crecimiento con aceleracién contante) y una tercera fase de
declinacién de ia tasa de crecimiento que es donde los nutrientes (nitrato y O.) del medio de
cultivo se han temminado. La duracién y amplitud de la curva depende de la especie, condicién

de! tejido, etc. (Hurtado y Merino, 19888).

La fase lag es una etapa preparatoria para las fases posteriores y se caracteriza por incremento
en los niveles de NADPH y ATP, en la actividad glucolitica y via de las pentosas fosfato (Fowler,
1971), asi como actividad de invertasa que estd asociada a la sintesis de pared celular (Copping
y Street, 1972) y un incremento en el contenido de ARN celular (Kanamori ef al., 1979). La tasa
de sintesis proteica también se incrementa durante esta fase y es debida a una mas eficiente
capacidad ribosomal (Verma y Marcus, 1974). En células de Sycamove se sintetiza nucleétidos

libres tales como UDP-glucosa y ATP durante esta fase y es posible que sean una preparacién
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para la sintesis subsecuente de polisacaridos de pared celular y como una fuente de energia
requerida en procesos involucrados en division celular. La sintesis neta de nucledtidos cesa muy

rapidamente posterior a la divisién (Brown y Short, 19689 tomado de Street, 1977).

Fase de
desaceleracion

I progresiva

“4— Fase
logaritmica

©0953) 053

Fase Lag I

Figura 3. Curva esquemética de Crecimiento de cultivos en suspension

Bevan y Northcote en 1981 encontraron que los subcultivos estimulan la formacién e incremento
de los niveles de polisomas, asi como incrementan la transcripcién de un pequefio grupo de
RNAM en Phaseolus vulgaris y Glycine max. El incremento en RNAmM para ciertas proteinas es
dependiente de los reguladores de crecimiento 2,4-D y ANA, en células subcultivadas y

originadas en 2,4-D (Bevan y Northcote 1981).

Schoder et al., (1978), dicen que la actividad sintética de la fase lag podria estar determinada
por la composicién del medio nutritivo, pues no se encontré efecto alguno de dilucién en la tasa

de incorporacién de precursores marcados en proteinas después de las 25 h.
Posterior a la fase lag se identifica la etapa exponencial. Una vez que la divisién celular ha sido

inducida, la fase exponencial procede ripidamente y si se adiciona medio fresco, podra

continuar. El incremento en el numero celular generalmente se mantiene mas alla del
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incremento en el peso fresco, resultando en un agudo decremento en el tamafio celular

promedio.

En cultivos en suspensién hay poca diferenciacién (sea ~organizacién celular o
citodiferenciacién) durante la fase exponencial, las células se parecen a las células
mernstematicas de 4pices de tallos. Hay evidencia que la coloracién verde en células que se
dividen rapidamente decrece. Lindsey y Yeorman, (1983) y Laetsch y Stetler (1965) demostraron

que las células de tabaco en esta fase contienen cloroplastos poco desarroliados.

En la fase tardia de la divisién celular, cuando las células comienzan a incrementar su volumen,
se presenta un pico de produccién de etileno, esto se ha observado en células de Sycamore

(Mackenzie y Street, 1970 tomado de George y Sherrington, 1984).

Durante la fase estacionaria propiamente dicha, el peso seco disminuye (Hurtado Merino, 1988),
las células han alcanzado su maxima densidad cefular y permanecen viables pero sin divisién.
La estabilidad de las células en esta fase depende de la especie y de la naturaleza del factor

limitrofe al crecimiento (Hurtado y Merino, 1988).

CICLO CELULAR

La capacidad de una célula para producir réplicas exactas de sf misma, es una caracteristica de
la vida celular. Este proceso requiere una gran fidelidad entre organismos y entre especies a
propagar. La maquinaria molecular del control del ciclo celular que las células utilizan para

replicarse esta altamente organizado y conservado a través de la evolucién.



El concepto de cicio celular se aplica tanto al reino animal como vegetal. Integra muchos
eventos bioquimicos necesarios para la duplicacion cromosémica, transmisiéon y separacién
celular y es un proceso ciclico en el cual, la célula parental pasa por una serie de fases de
sintesis para que eventualmente se divida dando lugar a dos células hemmanas, las cuales en

una divisién mitética son idénticas a la célula original (Lewin, 1987).

El ciclo celular estd conformado de dos fases funcionales y dos fases preparatorias. Las fases
funcionales del ciclo son la copia precisa del ADN, conocida comao la fase S o de replicacién, y la
segregacion del total duplicado de cromosomas entre las células hermmanas en la fase M o

mitosis y las preparatorias son conocidas como G1 y G2 (Pardee, 1989).

Las células se preparan bioquimicamente para la fase S en una fase preparatoria conocida
como G, (Gap 1) durante la cual se sintetizan ARNs y proteinas. Existen tres puntos de control
en esta fase preparatoria, los puntos C, V y R. A partir de este GUltimo, conocido como punto de
restriccién R en células animales, o Start en levaduras, la célula evidentemente progresa hacia
la fase S, y esta programada para condluir el ciclo completo. Este punto R sirve como referencia
para identificar eventos que ocurren tempranamente en G1(antes de R) y aquellos tardios

(después de R) (Pardee, 1989).

La otra fase preparatoria conocida como fase G; (Gap 2), prepara a la célula para entrar a

mitosis y presenta otro punto de control entre G2 / M.

Las célutas que no estan dividiéndose activamente, pueden tender hacia diferenciacién teminal
o detenerse en un estado no ciclante conocido como Go. Los factores extracelulares (como
nutrimentos) determinan si una célula quiescente (Gy) comenzard a proliferar y también si una

célula nommal proliferante en G1 continua al ciclo o regresa a quiescencia (Pardee, 1989).
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Este orden de eventos es controlado por una serie de mecanismos de control ya sea mediante
sintesis, degradacion, activacién por fosforilacién y desfosforilacién, asi como la presencia de
inhibidores de proteinas del ciclo celular (ciclinas y cinasas), que aseguran el orden de los

eventos, y que si son eliminados por mutacion dan lugar a muerte celular (Henar, 1996).

La replicacién segura y comrecta de la secuencia de ADN es confinada a la fase especifica del
ciclo celular denominada fase S. En un ciclo celular somético tipico, el paso a través de esta
fase resulta en Ia duplicacién de la cantidad del contenido de ADN de los niveles 2C a un nivel
4C, donde 1C es la cantidad de ADN contenido dentro de un genoma haploide. Las histonas
también son sintetizadas aqui, asi que la cromatina es reensamblada en la cadena de ADN

naciente conforme progresa la replicaciéon (Lewin, 1997).

Las regiones de inicio de la replicacién, denominadas replicones son unidades de DNA en los
cuales se da lugar a un acto individual de replicacién y que se enciende sélo una vez por ciclo.
Presentan elementos de control necesarios para la replicacién y tienen un origen o sitio que
actia en cis y afecta la molécula en la cual reside. Asimismo, reaine una maquinaria
relativamente compleja, conjunto de enzimas y proteinas como son las polimerasas
dependientes de templado de ADN, primasas, helicasas, que separan las cadenas del daplex
ADN, proteinas de unién a cadena sencilla, asi como factores de regulacién que en conjunto

trabajan en la duplicacién de! ADN (Lewin, 1997).

La replicacién se divide en tres fases: la primera es la fase de iniciacién donde un compiejo
enzimatico reconoce el sitic de origen de la replicacion; la enzima helicasa separa el diplex de
ADN, y proteinas se unen a la cadena sencilla proporcionando al diplex estabilidad. La segunda
es la fase de elongacién, donde se sintetizan las cadenas lider y rezagada propiamente dichas;
también se requieren las mismas enzimas. Y por Gltimo, la fase de teminacién que es cuando

las horquillas de replicacién se encuentran (Lewin, 1897).

27



La replicacién (evento semiconservativo y antiparalelo) es llevada a cabo por las enzimas
denominadas ADN polimerasas. Son las enzimas que sintetizan |a cadena complementaria def
ADN. Catalizan la reaccién de incorporacién de nucleétidos mediante el ataque nucleofilico del
grupo OH 3’ det azucar con el fosfato en 5' del nucleétido trifosfatado entrante, liberando PPi y
elongando la cadena en direccién 5° 3'. El pirofosfato producido es hidrolizado a fosfato

inorganico llevando a la reaccién hacia el alargamiento de la cadena (Lewin, 1997).

Las células eucari6ticas presentan tres tipos de polimerasas replicativas, las o, 8 ¥ s. La
existencia de polimerasas a en plantas ya ha sido establecida en chicharo, pero los autores
puntualizan que es probable que sea una mezcla de complejo polimerasa-a que {ee la cadena

rezagada y polimerasa-5 que lee la cadena lider (Bryant ef a/., 1992).

En ejes embrionarios en gemminacidon de maiz han sido separadas tres actividades de ADN
polimerasa y han sido denominadas polimerasas 1, 2 y 3, de acuerdo a su orden de elucién
(Coello et al.. 1992). Todas requieren cationes bivalentes para su actividad. Las ADN
polimerasas 1 y 2 son inhibida por N-etil maleimida y afidicolina (inhibidores de enzimas
replicativas). Mientras que la ADN polimerasa 3 se inhibe por bajas concentraciones de ddTTP

(un inhibidor de enzimas tipo reparativo) (Garcia et al., 1997).

La ADN polimerasa 2 ha sido caracterizada como una fosfoenzima (Coello y Vézquez., 1985a),
con una procesividad de 12-22 nucleétidos por evento de unién (Coello y Vazquez., 1995b).
Presenta una masa molecular de 450 Kda, holoenzima de 7 subunidades de 90, 83, 70, 60, 55,
45 y 24 Kda; es inmunoinhibida por anticuerpos contra ADN polimerasa a de timo de temera y
Se cree que es una enzima tipo a ya que posee una actividad de ADN primasa caracteristica de

este tipo de enzimas (Garcia et al, 1997).
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Mitosis y citocinesis (fase M del ciclo celular) son separadas de la replicacién del ADN por la
fase G2; La duraci6bn de cada fase depende de la especie, condiciones de crecimiento y

localizacion dentro de la planta (Mcintosh y Koonce., 1989).

La fase funcional denominada Mitosis, es el proceso por el cual las células eucaridticas
aseguran la equiparticion de sus cromosomas en la divisién celular. Estd formada de cinco
fases: La Profase, donde se condensan los cromosomas duplicados unidos al centrémero para
su transporte. Se ensambla el huso mitético; el citoesqueleto y la envoltura nuclear
desaparecen. En la Prometafase los microtubulos cromosémicos se fijan al cinetocoro de los
cromosomas y cada cromosoma condensado se desplaza hacia el ecuador del huso. En ia
metafase los cromosomas se alinean a lo largo de la placa metafasica, unidos por microttibulos
cromosémicos a ambos lados. La Anafase, es donde tiene lugar la separacién de las
cromatidas hermanas, seguidas por su movimiento hacia el extremo opuesto de la célula. Y por
atimo Telofase donde se reestructura el nicleo y se da la posterior descondensacion de los
cromosomas para restablecer la condicién de interfase para posterionmente dar lugar a dos
nacleos interfasicos completandose los procesos de cariocinesis (Mcintosh y Koonce., 1989).
La citocinesis, proceso en el cual se separan fisicamente las dos células hijas, comienza en
anafase tardia-telofase inicial, con la formacién de la placa celular alineada en el plano
ecuatorial de la placa previa del anafase, llamada fragmopiasto en céiulas vegetales. Pequefla
vesiculas originadas del RE-Golgi se mueven hacia el fragmoplasma y son el material con que

se construye la placa celular que dara origen a |a pared celular (Lewin, 1997)
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ANTECEDENTES DE CULTIVOS DE CALLOS EN GRAMINEAS.

Se han establecido cultivos de callos de Gramineas a partir de diversos explantes tales como
embriones inmaduros y segmentos de inflorescencias y hojas jovenes (Conger et al., 1987; Vasil

y Vasil, 1982; Vasil y Vasit, 1985).

Conger et al.,, (1987) y Green ot al (1974) obtuvieron callo originado de hojas j6venes y de
secciones de pléntulas de Zea rmays L. var. ' Golden Bantam', asi como de segmentos de tallo y

hoja de plantulas de maiz de 17 hibridos y 23 cruzas respectivamente.

El callo originado de monocotiledéneas se ha clasificado basidndose en su consistencia y
capacidad regenerativa en Callo Tipo |, ha sido observado también por diversos autores (Lu et
al., 1982, 1983; Novak et al., 1983), y se caracteriza por ser compacto, nodular, organizado y
con bajas tasas de division celular (es de lento crecimiento). Este tejido es por lo general
embriogénico no disgregable, y ha sido utilizado para estabiecer cultivos de céluias en
suspension embriogénicas dispersas y totipotentes, las cuales son fuente de protoplastos
totipotentes en Graminese (Vasil y Vasil, 1980; Lu et al., 1981; Vasil et al, 1983; Heyser, 1984;

Srinivasan y Vasil 1985).

Este callo Tipo | en maiz presenta corta vida y es dificil de mantener después de pocos
subcultivos a causa de la organizacién masiva y embriogénesis somatica (Lu ef al., 1982). Sin
embargo, en otras especies, el callo de este tipo puede ser mantenido en cultivo por largos
periodos de tiempo, por seleccién y transferencia exclusivamente de callo embrogénico a medio
fresco (Chandler y Vasil, 1984; Vasil y Vasil, 1985). Se ha observado que el tejido que da lugar a
este tipo de callo es preferentemente embriones inmaduros de cultivares hibridos y lineas

mejoradas.
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El Callo Tipo Il se caracteriza por ser suave, disgregable y es de rdpido crecimiento (alta tasa de
divisién celular), y ha sido descrito en maiz (Green of a/, 1983 tomado de Downey et al, 1983,
Amstrong y Green, 1985; Vasil et al., 1984; Vasil y Vasil, 1885). Este tipo de calio presenta
potencial embriogénico por largos periodos, comparado con el callo tipo | (Lu et al., 1982) y es
obtenido ya sea directamente del escutefo del embrién inmaduro como un callo primario, o como
sectores que ocurren espontaneamente dentro del cuitivo de callos establecidos. Amstrong y
Green (1985) encontraron que la adicién de L- prolina al medio Ns causa un incremento lineal en
la capacidad de embriogénesis somética y la formacién de Callo tipo Il de embriones cultivados

de la linea A-188. Sin embargo, Vasil y Vasil (1985) no observaron tal comelacién.

El Callo Tipo Il también es disgregable, rizogénico y sin potencial embriogénico; presenta

diferenciacién hacia estructuras parecidas a raices (Vain e¢ a/, 1989).

ANTECEDENTES DE CULTIVOS EN SUSPENSION DE GRAMINEAS

Se han establecido cuftivos embriogénicos en suspensién en muchas especies de Angiosperma.
Sin embargo, en gramineas solamente se han obtenido y estudiado suspensiones no
morfogénicas en unas pocas especies (Gamborg y Eveleigh, 1968; Oswald et al., 1977;
Shannon y Lui, 1977; Vasil y Vasil, 1979; Brar ef al., 1879; Polikarpochmina et al., 1979; Potrikus

et al., 1979).

Pocas veces se han podido establecer verdaderas lineas celulares en suspensién. En muchas
ocasiones, los cultivos consisten de meristemos de raiz que proliferan para posteriormente
alargarse, vacuolarse y que generalmente ya no se dividen (King et al., 1978; King, 1980) y son

mantenidos en suspensién por agitacién rapida. Tales cultivos no pueden ser verdaderamente
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descritos como suspensiones y no son (tiles para cultivos de células, regeneraciéon de plantas o

el estudio de genética de células sométicas.

La disponibilidad de cultivo de callo embriogénico de las gramineas ha lievado al establecimiento
de cultivos de células en suspensién totipotentes de muchas especies (Vasil y Vasil, 1981,
1982; Lu y Vasil, 1981; Vasll et al.,, 1983; Ho y Vasil, 1983). Tales suspensiones proveen un
medio de rapida propagacién clonal a gran escala pero mas importantemente, pueden ser
usadas efectivamente para el aislamiento de variantes (Rangan y Vasil, 1983) o lineas celulares
mutantes, y actuaimente son la Gnica fuente de protoplastos totipotentes en las Gramineae

(Vasil y Vasil, 1980; Lu et a/., 1981 a; Vasil et al., 1983).
En la actualidad han sido establecidos cultivos embriogénicos en Pennisetum americanum (Vasil

y Vasil 1982, 1981); P. purpureum (Vasil et al., 1983); Panicum maximum (Lu et al, 1981) y

Saccharum officinarum (Ho et al., 1983).
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
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OBJETIVO GENERAL:

Optimizacién de cultivos de células en suspensi6n de malz y su caracterizacién a través de

parédmetros fisicos y bioquimicos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Seleccionar el medio de cultivo 6ptimo (macronutrientes, L-prolina) y tipo de explante
(segmento de tallo y hoja (STH), eje embrionario maduro (EE) y embrién maduro completo

(EC) que proporcionen callo disgregable prolifero de mafz.

2. Seleccionar cultivos en suspensién con altas tasas de crecimiento producidos a partir de los

diferentes explantes y medios de cuttivo distintos.
3. Caracterizacién de cultivos de células proliferativas en cuanto a:

e Parametros Fisicos
- Peso Fresco

- Peso Seco
« Parametros Bioquimicos

- Cuantificacion de Proteinas totales

- Sintesis de ADN
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HIPOTESIS

H: La proliferacién de las células en suspension de maiz (Zea mays, L. raza

Chalquefio) depende del tip de explante, asi como de la relacién

nitrato:amonio y la concentracién de citocininas o auxinas.
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IV  MaATeErRIALES Y METODOS
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E! presente trabajo se realiz6 en las Instalaciones del Laboratorio de Cultivos de Tejidos

Vegetales y el Laboratorio 114 dei Departamento Bioquimica, Facultad de Quimica de [a UNAM.

Para el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo, la parte experimental se llevé a cabo
en tres etapas a saber: Etapa |, Establecimiento de los cultivos in vitro, Etapa (I, Establecimiento
y evaluacion del cultivo de callos y Etapa lll, Establecimiento y evaluacién de cultivos de células
en suspensién. En cada etapa se llevaron a cabo procedimientos distintos como se presentan

en la figura 4.

ASPECTOS GENERALES

MATERIAL BIOLOGICO.

Se utiliz6 como material biol6gico embriones maduros, ejes embrionarios y segmentos de tallo y
hoja de maiz (Zea mays, L.) raza Chalquefio (Ver figura 5 y 6).

Las semillas fueron seleccionadas segun el tamafio, forma y coloracién mas representativo de

cada raza, asl como sin manchas que pudieran ser indicios de alguna enfermedad, asegurando

con ello material sano.

37



RUTA EXPERIMENTAL

ETAPA L
ESTABLECIMIENTO DE LOS
CULTIVOS /N VITRO

ESTERILIZACION Y DISECCION DE SEMILLA.

PLANTULA ENTERA

SEGMENTOS DE
ETAPA 1l. TALLO Y HOJA
ESTABLECIMIENTO Y

EVALUACION DE
CULTIVOS DE CALLOS

ETAPA Il
ESTABLECIMIENTO Y
EVALUACION DE CULTIVOS DE
CELULAS EN SUSPENSION

SUBCULTIVOS

EVALUACION A TRAVES
DE PARAMETROS FISICOS
Y BIOQUIMICOS

Fig. 4 Ruta experimental para la obtencién de cultivos de callos y células en suspensién de maiz
raza Chalqueno.

TESIS CON .
FALLA DE ORIGEN




PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVOS

Los medios de cultivo utilizados se prepararon a partir de soluciones concentradas 100 x
(Apéndice 1), siendo éstos el medio de Murashige y Skoog(1962) conocido como MS; el medio
de Chu et al., (1975), conocido como el Ns; el medio SH de Schenk y Hilderbrandt (1972) y el
medio R3, el cual estuvo compuesta con las sales del MS modificado por contener los nitratos a
la mitad. Para la germinacién de semillas se utitizé el medio MS y para la generacién de callo se
probaron las sales inorgdnicas del Ng, MS, SH y R,. En los cultivos de células en suspension se
utilizaron Ng y R.. En la Etapa || se especifican las wvariaciones probadas asi como la

nomenciatura utilizada para los diversos medios.

Los medios de cufltivo fueron complementados con 3% de sacarosa, asi como distintas
concentraciones det amino&cido L- prolina y reguladores de crecimiento como se especificard en

cada etapa.

Todos los medios se ajustaron a pH 5.7 con NaOH 1 N y HCL 1 N. Se utilizé6 como agente
gelificante Gellan al 0.25%. |l.os medios de cultivo se vertieron en tubos de ensaye de 15 x 2.5
cm, en cajas de petri de 10 x S cm o en frascos de alimento infantil con 15 6 20 ml segun el caso
y se esterilizaron a 1.2 mm Hg/cm? de presién y a una temperatura de 121°C durante 18

minutos.

Tanto el proceso de esterilizacion y diseccién de embriones asi como de siembra de callos y
suspensiones se llevé a cabo bajo condiciones de acepsia total en una campana de flujo

laminar.

Todo el material utilizado fue esterilizado en autoclave vertical a 1.2 mm Hg/cm? de presién y a

una temperatura de 121°C durante 30 minutos.
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INCUBACION DE CULTIVOS IN ITRO.

Los cultivos tanto para germinacién como de callos y células en suspensién se mantuvieron bajo
condiciones de temperatura y fotoperiodo controlados. Para su germinacién las semillas se
incubaron en un cuarto de ambiente controlado a 25 £ 2 * C de temperatura y fotoperiodo de 18
h luz y 8 oscuridad utilizdndose tubos de luz fria con 29 pem. s? de intensidad luminica. Los
cultivos de callo se mantuvieron a |a misma temperatura pero en oscuridad y las células en

suspensién se cultivaron en un incubador a 25 °C en oscuridad y con agitacién de 100 r.p.m.

ETAPA 1 ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO.

METODOS DE ESTERILIZACION

El uso de los agentes desinfectantes tales como alcohol, hipociorito de sodio y Tween 20 para la
desinfeccién de las semillas han sido utilizados ampliamente en los procesos de esterilizacion
superficial de este explante, asi como de matenal crecido in vivo. La concentracién de dichos
desinfectantes, asi como el tiempo de exposicién del explante a dichos compuestos, estan en

funcién de la resistencia del material vegetal a los diversos compuestos (Sweet y Bolton, 1979).

Ya seleccionadas las semillas, se les eliminé la porcién que los une al olote (hilio), después en la
campana de flujo laminar se desinfectaron durante un minuto en alcohol at 70%, posteriommente
se transfirieron a una solucién de hipodiorito de sodio comercial (Cloralex ®) al 50 % (V/V) méas
6.8 ml de solucién coloidal de plata (Microdine ® ) y 3 ml de surfactante (Tween 20) por litro, de
donde permanecieron en agitacién constante, durante 20 minutos. Finalmente se pasaron a una

solucion con fungicida (Captan ® 1 g L") durante 20 minutos.



Después de cada tratamiento 1as semillas se enjuagaron tres veces con agua desionizada estéril
y se colocaron en cajas petri conteniendo una cama de papel absorbente y agua estéril, se

incubaron a 4°C de temperatura durante 48 horas en oscuridad.
TIPOS DE EXPLANTE

En cuanto a la obtencién de los distintos explantes, se siguié el método establecido de Méndez
(1998) para embrién maduro y eje embrionario; para la obtencién de segmentos de tallo y hoja
(STH) se siguid et método citado por Conger et al/, (1987). se modificé en algunas secciones
como es en el hecho de utilizar plantulas de maiz crecidas in vitro, ya que esto minimiza la

contaminacién producida por los explantes obtenidos de plantulas germinadas en invemadero.

A partir de las semillas y pldntulas se obtuvieron tres tipos de expiantes: Embrién Compieto
(EC), eje embrionario (EE) y segmentos de tallo y hoja (STH) (Figura 5 y 6). Los embriones
fueron disectados de dos formas segun la finalidad: {a primera. para la obtencién de plantulas y
callo de embribn completo (EC), y la segunda para la obtencién de ejes embrionarios. En el
primer caso, los embriones fueron disectados eliminando el endospermo harinoso y la cubierta
de la semilla; para el segundo, la disecciéon de ejes embronarios (EE), se logrd siguiendo el
procedimiento anterior pero, ademas, se eliminé cuidadosamente el escutelo, evitando dafar el

eje, como se muestra en la Figura 6.
DISCOS DE TALLO Y HOJA (STH):
OBTENCION DE PLANTULAS. Los embriones fueron sembrados verticaimente, introduciendo 1a

regién del meristemno radicular 3 mm dentro del medio de cultivo (Figura 5), en tubos de ensayo

conteniendo 10 ml de medio MS (Sales minerales y vitaminas).
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Figura 5.- Protocolo para la obtencion de callo originado de segmentos de tallo y hoja (STH)
de maiz raza Chalquefio. A) Semilla de maiz previamente esterilizada, B) Siembra
de la misma en medio de cultivo correspondiente, C) Desarrollo de la plantula de
malz in vitro, D) Seleccion de plantulas de 15 centimetros de largo, con 5§-~7
fitbmeros, E) Diseccién de los Segmentos de 1 mm. de grosor de tallo y hoja,
F) Siembra de los STH en cajas de petri con medio de cultivo, G) Callo obtenido de

dicho tejido.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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A) c)

Eje embrionario
B)

Escutelo ' Eje embrionario

Figura 6.- Diseccion de Embrién maduro completo (EC) y Eje embrionario. A) Cortes en la
semilla de maiz, B) Embrién Maduro Completo, compuesto de escutelo y eje
embrionario, C) Eje embrionario. Eliminacion del Escutelo.
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OBTENCION DE DISCOS DE TALLO Y HOJA. Lotes de plantulas de 15 dias de gemminacion,
de tamafo representativo fueron seleccionados para disectar segmentos transversales de 1 mm
de grosor de tallo y hoja de la seccién superior del primer entrenudo. Diez a doce segmentos del
mismo individuo fueron sembrados siguiendo su polaridad en caja petri 10 x 5 cm con 8 mi del

medio.

EMBRIONES CON ESCUTELO (EC): Fueron sembrados cinco EC en frascos con 20 ml del

medio, colocando el eje en contacto con el medio (Figura 8).

EJE EMBRIONARIO (EE): Se colocaron horizontalmente cinco ejes en la superficie del medio en

frascos conteniendo 20 ml del medio (Figura 8).

ETAPA 1l INDUCCION, PROLIFERACION Y MANTENIMIENTO
DE CALLO.

En esta etapa se probaron distintas formulaciones ya que en gramineas se han establecido
cultivos tanto de callos como células en suspensioén a partir de distintos medios, tal es el caso
del medio Ns utilizado por Amstrong y Green en 1985 para embriones inmaduros de maiz, asi
como de protoplastos propuesto por Prioli y S6ndahl en 1989. El medio SH se ha utilizado
exclusivamente en el cultivo de segmentos de hojas (Conger et al., 1887). El medio MS ha sido
utilizado ampliamente para embriones y plantulas de varias lineas de sorgo, asi como para
cultivo de suspensiones de maiz (Brar et al.,, 1979), y de trigo (Flona et al., 1990). Asi mismo la
generacién de callos se ha realizado con distintos explantes y en distintas lineas o hibridos; es
por ello que para el caso de la raza Chalquerio fue necesario determinar el medio de culitivo, el
explante y {a cantidad de L-prolina, auxina y citocininas para la obtencién de callos y células en

suspensién proliferas.



MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN INDUCCION Y PROLIFERACION

-Los médiés utilizados en la induccién y proliferacién de callo se observan en el cuadro 1. Los
medios de induccion corresponden a los C1, C2, C3, C4 y C5-0 y los de proliferacién a C5 y C6.
- Los fﬁédios de induccién contenian 6 mg "L de 2,4-D mientras que a los de proliferacion se le

: adléién_(b 3 rﬁg ‘LY; a estos Gltimos se les agreg6 0.2 mg ‘L™ de la citocinina BAP.

lqsiﬁ\eﬂfos se complementaron con 200 mgL™ de caseina hidrolizada, coctel 20 (una
E c(kai':n'bi‘ljlk‘aciénk de vitaminas y aminoacidos) (Apéndice 1), 30 g "L de Sacarosa, 10 mg " L' de

“adenina Sulfagada y una mezcla de antioxidante formada de &cido ascdrbico y acido citrico,

ia‘rﬁpo“s;,é una concentracion de 0.001 mg L', asi como distintas concentraciones de

L-Prolina como se muestra en el cuadro 1.

By Cuadro 1.- Constitucién de los medics de cultivo probados para la induccién y proliferacion de
: Callo.

AEDIOS DE CULTIVO v
AINDUCCION. - - -.-. PROLIFERACION

Otros . - : : e sl e DI
- L-Prolina(mM) | 0 . 5 20 . 20 20 20"

' SH Sales Inorganicas del Medio Hildebrandt y Schenk (1972)

Rz La concentracién de los Nitratos del medio MS a la Mitad.

. MS Sales Inorganicas del medio Murashige y Skoog (1862)
N Sales inorganicas de Chu et al., 1975.
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INDUCCION
ENSAYO 1

Efecto del aminoacido L-Prolina en la induccién de cultivo callogénico de

STH de maiz (Zea mays, L. Raza Chalquefio)

Para probar sélo la cantidad de L. prolina se realizé un ensayo en STH. Se indujeron cultivos de
callo a partir de tres medios distintos, C1, C2 y C5-0. Los cultivos se evaiuaron cualitativamente
a través de la presencia 0 ausencia de callo generado a partir de explantes de STH de plantulas.
Dichas evaluaciones se llevaron al cabo de los 18 dias después de la siembra. El numero de

repeticiones varié, el tratamiento C1 presenté seis repeticiones, el C2 ocho y el C5-0 diez.

ENSAYO 2

Efecto de la relacidon nitrato: amonio en la induccién de callo originado a

partir de STH y EE.

El callo utilizado en este experimento se obtuvo a partir de STH asi como del que se generd de
EE. Todo el tejido callogénico presenté 18 dias de induccién en el medio de cultivo
correspondiente. Se limpié eliminando el tejido madre, y se pesaron 0.5 gr para cada repeticién

de cada medio, los cuales se cultivaron durante 7 dias registrandose su peso final.

Los explantes originados de STH fueron sembrados en {os medios C3, C4 y C5-0; mientras que

ios explantes EE exclusivamente en C5-0 (Cuadro 1).



PROLIFERACION Y MANTENIMIENTO

Los callos fueron subcultivados cada 15 dfas en el mismo medio, exceptuando los producidos de

STH que fueron subcultivados semanalmente, o cuando lo requerian.

ENSAYO 3

Evaluacién de la etapa proliferativa en dos férmulas de sales minerales en

la proliferacién de calio producido a partir de STH.

Se evalud 1a etapa proliferativa en el tejido callogénico originado a partir de STH obtenido en et
ensayo anterior; en el medio de cultivo CS5, y fue utilizado como testigo ya que se ha utilizado

con anterioridad en este laboratorio (Méndez, 1998).

ETAPA I ESTABLECIMIENTO Y EVALUACION DE
CULTIVOS DE CELULAS EN SUSPENSION
INICIACION Y MANTENIMIENTO

ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS EN SUSPENSION

Los medios de cultivo utilizados en esta etapa se identifican con la letra S de suspensién, siendo
el ndmero un indicador de la composicidn; algunos mantienen su composicién tal como fueron
utilizados en la etapa de cultivo de callos por lo que se pone el mismo nimero sé6lo que
cambiaron por no tener agente solidificante, otros cambiaron en sus niveles hormonales, por lo

que cambia también el nimero.
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Los cultivos madre de células en suspensidn se establecieron mediante la inoculacién de 2 g de
callo disgregable en 30 mi de medio en matraces de 125 m! (cultivo madre). E! tejido madre se
elimin6 por filtracién después de 8 dias. Los subcultivos se efectuaron cada 4 dias, inoculando

los matraces con una densidad de 0.2 6 0.4 g de peso fresco (PF) en 15 mi de medio.

Los parametros evaluados en los diversos ensayos fueron: peso fresco (PF), peso seco (PS) y

contenido de proteinas totales, segun el caso (Anexo [I), con repeticiones que varian en nimero.

CONDICIONES DE CUuLTIVO

Todos los cultivos en suspensién se mantuvieron en agitacién constante de 100 r.p.m. bajo

condiciones de oscuridad y a una temperatura de 25+2°C.

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN SUSPENSIONES.

Los medios de cultivo utilizados en induccién y proliferacidn de cultivos de células en suspensién
se muestran en el Cuadro 2. Ambos medios estuvieron suplementados con vitaminas y
aminoé&cidos (Anexo 1) asi como 200 mg * L™ de caseina hidrolizada, 20 mg L' de sacarosa y
20 mM de L-Prolina, probéndose varias concentraciones de BAP. Se utiliz6 6 mg ‘L' de 2,4-D

para {a induccién y 3 mg ‘L™ para la proliferacién.
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Cuadro 2.- Constitucion de los medios de cultivo probados para la induccién y profiferacién de
cuttivos de células en suspension.

ENSAYO 4

Seleccion del medio de cultivo y tipo de explante para la obtencion de

cultivos en suspension con mejores tasas de crecimiento.

Se establecieron y compararon cultivos en suspension originados de cailo producido a partir de
tres explantes (EE, EC y STH) de maiz de la raza Chalquefio, sembrados en medios S5 y S6.

Se evalud peso fresco (PF), con tres repeticiones por muestra.

ENSAYO 5

Seleccion de la concentracion 6ptima de Bencil amino purina (BAP) para
cultivos en suspension de segmentos de tallo y hoja (STH).

Las suspensiones de células se establecieron a partir de callo producido de STH de maiz
probandose cinco concentraciones de BAP (Medio S7, S8, S3, S5y S10con 0, 0.01, 0.1, 0.2y 1

mg ‘L' de BAP) (Cuadro 2). Se evalud el peso fresco (PF), con tres repeticiones por muestra,
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ENSAYO 6

Seleccién de Ia concentracién éptima de la auxina 2,4 - D para cultivos en

suspensién de segmentos de tallo y hoja (STH).

Se establecieron y compararon cultivos en suspensién originados de callo producido a partir de
STH en tres concentraciones de la auxina 2,4-D, 3, 4.5y 6 mg L™, dichos tratamientos son S5,
S11 y S12 (Cuadro 3). En esta etapa se compararon diversos parametros de crecimiento como
son peso fresco y peso seco (Anexo Il). Los pardmetros evaluados en este ensayo fueron: peso
fresco (PF) y peso seco (PS) con tres repeticionés para cada medio, y se analizaron curvas

cor;é#pondientes a la tasa peso fresco/peso seco (PF/PS).

Cuadro 3.- Constitucion de los medios de cuitivo probados en etapa proliferativa de culitivos
de cé&lulas en suspension con diferentes niveles de auxina.
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ENSAYO 7

Evaluacion del crecimiento de células en suspensiéon de maiz a

través de la incorporacién de timidina tritiada.

El objetivo de este ensayo es observar si existe sintesis de ADN dentro de nuestra poblacién
celular, proceso importante que seilala la fase S del ciclo celular, y que indicard que nuestia
poblacién se encuentra en divisién o proliferacién. Esto se evalué mediante la técnica de
incorporacion de Timidina tritiada (Metii-*H) (3 pCi mil - L") al ADN celular (Aheme, 1977;
Tochiyuki Nagata, 1993 tomado de Ormrod y Francis, 1993). El nucieésido timidina presenta la
funcién exciusiva de ser bloque en la construccién del ADN, de ser convertido rédpidamente a
nucleétido para su posterior incorporacién en el ADN, asi como del hecho que la céluta vegetal

no presenta bamera hacia la entrada de dicho nucleésido.

Se evalud la incorporacion de Timidina tritiada (3 pCi - mi.") al DNA celular, asi como su
posterior inhibicion mediante la adicién del bloqueador de la incorporacion, la afidicolina. Se
utilizaron altas concentraciones celulares en los cultivos (25 x 10 3 células por mitilitro).

Asimismo, se evalué la curva correspondiente al pardmetro de crecimiento contenido de

proteinas.

La finalidad de adicionar el inhibidor afidicolina, compuesto antibittico diterpenocide tetraciclico
obtenido a partir del hongo Cephalosponum aphidicola, fue de corroborar que la incorporaciéon
del nucleédsido tritiado se estuviera adicionando a la cadena nucleotidica, ya que este compuesto
permite el bloqueo del ciclo celular de las células vegetales (Sala ef al., 1982; Spadari et al.,
1982) en la interseccién de las fases G1-S sin desbalancear otros aspectos del metabolismo

celular io que darfa como resultado un abatimiento de dicha incorporacién.
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Dicho compuesto inhibe a las ADN polimerasas tipo B (Wright y Brown, 1990 tomado de
Campbel, 1991), nucleares replicativas (polimerasas o y 3 de levaduras y animales, polimerasas
virales y una polimerasa parecida a ia o en plantas (Lui ef a/, 1983); no afecta a las ADN
polimerasas no replicativas de eucariotes, mitocondrias y sintesis de ADN plastidico,
(polimerasas tipo § 6 v ); ni a las ADN polimerasas de bacterias y bacteriofagos de B. subtilis y

otros fagos (Spadari et a/., 1982).

El mecanismo de accién de la afidicolina es similar al utilizado por la arilhidrazinopiridinas y
butjifenilpurinas (Sheaff ef al.,, 1991 tomado de Campbel, 1991). Las moléculas inhibidoras se
unen simuitaneamente al sitio de unién de dNTP de su enzima blanco y a un apropiado residuo

del templado primer, creando un complejo temario anélogo.

Este compuesto es un fuerte competidor de la incorporacién de dCMP, menos de dTMP y
muestra poca 6 ninguna competencia con dAMP y dGMP (Chang et al., 1981). Segun Sheaff et
al., (1991) compite con cada uno de los cuatro dNTPs, pero es mas potente cuando compite con
dCTP. Las bases moleculares de la capacidad de la afidicolina para mimetizar dCTP no han

sido establecidas.

Este experimento consistié de cuatro tratamientos (Cuadro 4); el tratamiento T1 fue el testigo de
incorporacién; a los tratamientos T3 y T4 se les adicion6é el inhibidor Afidicolina pero a
diferente tiempo, al primero (T3) al tiempo O y al T4 38 horas después. Ya que la afidicolina es
disueita en DMSO, se adicioné un control el cual corroborara que dicha sustancia no afecta el

crecimiento del cultivo (tratamiento T2).
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Asi mismo, paralelamente a la evaluacién de 1a incorporacion de la timidina, se tomé 20041 de

muestra para determinar contenido de protélnas.

Los matraces fueron inoculados con 25 x 10 2 células por mililitro de células en suspension de

STH de maiz y se les incorpord 3 uCifml de Timidina. Las muestras fueron tomadas a intervalos

de 6 6 12 horas y por duplicado.

Cuadro 4. Tratamientos utilizados en la seccidn de incorporacion de Timidina tritiada en
cultivos de células en suspension.

Este ensayo se realizd siguiendo los pasos que a continuacién se describen.

INCORPORACION DE TIMIDINA (METIL-"H): Se adiciont 3 uCi/ml! de Timidina a matraces de
cultivos en suspension. Se tomaron muestras de 2 mi del cultivo a intervalos de 12 horas. Las
muestras se centrifugaron a 4000 r.p.m., posteriormente se eliminé el sobrenadante y al paquete

celular se le adicioné 1 ml de buffer Tris HCI, se agité en un vortex durante 10 segundos, o hasta
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que el paquete celular se incorporara al buffer. Se repitieron estos dos ultimos pasos dos veces

mas. Las muestras fueron homogeneizadas en un politrén marca PCU-2 durante 3 minutos.

De cada muestra se tomé un alicuota de 200 W del homogenado 'y se guardd en un tubo
eppendorf a 2° C para la cuantificacion de proteinas (Anexo M), proceso que se llevaria al cabo

al concluir el muestreo.

Posterionmente se adicioné 2 ml de TCA al 10% y se coloc6 la muestra en hielo. Después las
muestras se filtraron al vacio en filtros de fibra de vidrio Whatman GF/C y se tomé lectura de la
incorporacion de cuentas por minuto en un contador de centelleo (Beckman {S6000IC) durante 1

minuto; las muestras se tomaron por duplicado.

INHIBICION DE INCORPORACION DE TIMIDINA: Se probé una concentraciéon de afidicolina de

10 uM en cuitivos de células en suspensiones originados a partir de STH en medio base S5 con

0.2mg L'de BAPy 3mg L' de 2,4-D.

Se probé la actividad de la afidicolina sobre ia enzima polimerasa, obtenida de ejes embrionarios

en germinacion de maiz de la misma raza (Coello et a/, 1992).

La funcién inhibitoria de la afidicolina fue ensayada en 50 pl de la siguiente mezcla de reaccién:
40 mM Tris-HCI a un pH 7.6, 168 mM KCI, 6 mM MgClz, 0.1 mM de cada uno de los dNTPs, 4 %
glicerol, 0.4 mM 2-Mercaptoetanol, 10 pgr de DNA activado de timo de ternera y 2.5 ul de la
fraccion Il de polimerasa de maiz, y 5 uCi de (Meti-’"H)TTP. La incubacién se Hevé a cabo
durante 15 minutos a una temperatura de 37°C. La reaccién fue detenida por adicién de 1 ml de
TCA al 10%. Estas muestras fueron colocadas en hielo durante 15 minutos. Posterionmente se

filtré y la incorporacién se midié en un contador de centelieo.
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ETAPA | ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO /N VITRO.

El método probado resulté eficiente en el presente trabajo, pues se obtuvo un 100 % de

embriones y plantulas libres de patégenos.

ETAPA I INDUCCION, PROLIFERACION Y MANTENIMIENTO
DE CALLO.

ENSAYO 1

Efecto del aminoéacido L-Prolina en la induccién de cultivo callogénico de
STH de maiz (Zea mays, L. Raza Chalquefio)

Se evalu6 alos 18 dias la induccién de callo, a través del nimero de explantes con presencia o
ausencia de callo generado a partir de STH de plantulas en los medios C1, C2 y C5-0 a los 18
dias de cultivo como se mencioné en materiales y métodos. Cabe seilalar que tanto el medio C1
como el C2 estuvieron constituidos por la misma formulacién de sales minerales pero se
diferenciaron por la presencia o ausencia de L- Prolina; el medio C5-0 tuvo una formulacién

diferente y una concentracién mayor de prolina.
Los resuttados obtenidos en este ensayo se exponen en la figura 7, en donde se observa que el

medio C5-0 presenté un porcentaje mayor de explantes con callos; en el medio C1, el cual fue

el Gnico que no tuvo prolina, se advirtié una respuesta nula a la forrnacion de callo.
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A pesar de que los medios C1 y C2 presentan la misma formulacién de sales minerales, es
evidente que la presencia del aminoacido L-prolina es fundamental en la iniciacién del callo ya
que el medio que no lo tiene, no lo genera, produciendo oxidacién en los explantes. Se ha
encontrado que la L-prolina es esencial para el crecimiento de callo, por ejempio en el cultivo de
embriones inmaduros de la linea hibrida A188 (Zea mays,L.) (Amstrong y Green, 1985), y de
anteras de trigo y callo de alfalfa (Sozinov et al., 1981; Stuart y Stricland, 1984). Britikov et al.,
(1970) sefialan que la prolina es una fuente importante de nitrégeno en el metabolismo vegetal,
mientras que Stewart et al.,, (1966) mencionan que este aminoacido actia como una fuente de

energia.

Con respecto a los resultados obtenidos de los medios C2 y C5-0 se observa que el primero
presenta un 15% menos explantes con callo. Es probable que esta respuesta sea debida a la
concentracién del aminoécido, sin embargo, no es posible concluir tal efecto ya que tanto la

concentracién de ia L-prolina, como la formulacién de sales minerales son diferentes.
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Figura 7.- Porcentaje de Explantes obtenidos a partir de STH obtenidos de plantulas de maiz
(Zea mays, L., Raza Chalqueiio) que fueron inducidos a formar callo en los medios
de cuitivo C1, C2 (sales minerales SH) y C5-0(Sales minerales Ng).
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ENSAYO 2

Efecto de la relacién nitrato: amonio en la induccién de callo originado
a partir de STHy EE.

Debido a que en el ensayo anterior se detemmind que es probable que los macro nutrientes
participen en gran medida en el crecimiento del cultivo, en este experimento se buscé
determinar la mejor relacion de los iones principales como son el nitrato y el amonio ya que ia
cantidad relativa de ambos iones puede ser critica para el crecimiento y morfogénesis de células
vegetales (Reinert of al, 1967; White, 1943). Asi mismo se probé un explante mias, eje
embrionario, con la finalidad de determminar si su respuesta era igual o mejor que los segmentos
de plantulas, para lo cual se indujo callos a partir de STH en los medios C3, C4 y C5-0. Los EE
se cultivaron en el medio C5-0 ya que en el experimento anterior resuité el mejor medio para

STH.

Se evalué la respuesta a través del peso fresco de callo acumulado en 7 dias de un subcultivo,

después de un subcultivo; también se calcularon algunos pardmetros de crecimiento.

En la figura 8 se observa que el medio C5-0 favorecié la formacién de callo procedente del
explante STH (incremento superior 8 13 veces el peso Inicial) (Lamina 1), sin embargo, en EE
(LAmina 2), en el mismo medio, produjo un menor crecimiento dado que presentd un incremento
de 4.97 g en siete dias lo que representa un aumento mayor a 9.94 veces. En los medios Cfi y
C4, el calio obtenido del explante STH, presenté un incremento de 5.4 y 5.7 respectivamente

(incremento superior a 10 veces).

La evaluacién de la eficiencia del crecimiento del cuitivo se calculé mediante analisis de los

pardmetros TRC, TD y ND (Cuadro 3 y Anexo IV). Los cultivos crecidos en el medio C5-0
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demuestran una TRC de 0.32, asimismo se observa que en 2.18 dias triplica su peso inicial,
mientras que los medios C3 y C4 no logran triplicar su peso en el mismo tiempo; en el medio C4

si lo triplica pero en un mayor tiempo.

Peso Fresco (gr:J§

Figura 8.- Peso fresco obtenido de callos de maiz (Zea mays, L. Raza Chalqueiio)
originados a partirde STH y EE crecidos en distintos medios de cultivo.

El medio C5-0 favorecié la formacién de callo en el explante procedente de STH, sin embargo, el

mismo medio con el explante EE dié un incremento menor.

Esto probablemente fue debido a la zona de la cual se obtuvo el callo que fue distinta; por
ejempio, en EE, el callo se origin6é de la zona donde fue eliminado el cotiled6n tinico. E! explante
eje embrionario es €l que presenta e! menor crecimiento, en éste explante, la cantidad de

tejido meristematico presente es muy poco, lo que limita la induccién de callo, ademas,
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el metabolismo celular se encuentra detenido o es muy bajo. Esto no ocurre en el explante
STH, ya que los meristemos intercalares se encuentran en plena division, ademas de

encontrarse en mayor cantidad por individuo.

Cuadro 3.- Tabla comparativa de TRC, TD y ND correspondientes al crecimiento de callo de EE
En tratamientos C5-0 y STH en los medios C3, C4 y C5-0.

Aun cuando estos resultados son sutiimente similares, se puede observar que la tendencia a un

mayor crecimiento se alcanza en mayor proporcion en el medio C5-0.

Es importante resaltar que para establecer células en suspension se busca obtener mayor
cantidad de callo en menor tiempo, asi como la cantidad de materia prima inicial. Para la
obtencion de calio de EE requerimos alrededor de 16 — 20 ejes embrionarios para la obtencion
de la misma cantidad de callo, sin embargo, en STH la zona meristematica tiene una superficie

de 1 cm? y da una mayor cantidad de callo por plantula.

Pero partiendo de la misma cantidad de callo, los incrementos entre los distintos medios son
muy similares, 1o que indicaria que el disparo en el incremento de peso fresco podria ser debido
a dos factores, la cantidad de fitorregulador 2,4-D y a las distintas formulaciones de sales

minerales.

Si se compara el comportamiento de los callos en los medios C3 y C4, su comportamiento es

muy similar, fo cual se explica en el hecho de que la relacion NO;"NH," es igual en ambos
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medios, de aproximadamente 1:2. Sin embargo, cambia en la cantidad de dichos iones, esto se
puede advertir en el anexo I, en donde se observa que aun cuando es la mitad de la cantidad
de nitratos y amonio en el medio C3, la relacién no varia. En cuanto al medio C5-0 la relacion
es diferente ya que es 1:4 (NO3:NH,"), siendo las cantidades de NH," menores a los otros dos

medios y mayor de NOy en comparacion al medio C3.

Estadisticamente, no hubo diferencias significativas entre medios y entre explantes, ya que
todos los medios indujeron una buena proliferacién de callo a los 7 dias (F= 4.22; G.L..=3.20;

P<0.01. Ft=4.43:G.L.=3.20;P<0.01) (Figura 8).

A pesar de que las proporciones de nitrato: amonio varian de 1:2 en C3 (R2) y C4(MS) y de 1:4
en C5-0(Ng), los incrementos entre los distintos medios son muy similares, lo cual indicaria que
el crecimiento o divisidén celular es debido a otro factor y no en si al tipo de explante o férmula
nutritiva. El factor importante es la alta concentracidon del regulador vegetal, ya que se utiliza en

concentracion elevada, para dar el disparo hacia la desdiferenciacion det expilante.

Sin embargo, se observa una tendencia en la cual el medio C5-0 para STH produce una mayor

cantidad de callo.

ENSAYO 3
Evaluacién de la etapa proliferativa en dos férmulas de sales minerales en
la proliferacién de callo producido a partir de STH.

Se cuantificé la etapa proliferativa dei cultivo de callo (Lamina 3), mediante los pardmetros de

crecimiento obtenidos a partir del peso fresco, asi como del andlisis estadistico comespondiente.
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E! analisis estadistico mostré6 que, los medios de cultivo no ejercen un efecto significativo en el

crecimiento de callo originado de STH (F=0.9055;G.L.=1.8;P<0.05), situacién contradictoria a la

etapa de induccién.

Este experimento en realidad es la continuacién del anterior, pero se decidié omitir el medio C4,
al presentar una respuesta muy similar al C3; se podia prescindir de éI ya que resultaria un

gasto innecesario.

Figura 9.- Peso fresco obtenido de callos en proliferacion de maiz (Zea mays, L., raza
Chalquefo) originados a partir de STH crecidos en medio C5y C6,con4y
5 repeticiones respectivamente.

Los pardmetros de eficiencia del crecimiento del cultivo de callo comrespondientes al medio C5

fueron, una TRC de 0.12g-dia™’, y un TD de 5.9 dias asi como un ND de 1.18 veces su peso

inicial, mientras que el C6 presenté una TRC de 0.079 mg " dia™* , y un TD de 8.7 y ND de 0.80.
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La evaluacién se realizé de igual forma que el experimento anterior, encontrandose como se
observa en la figura 9 que los cultivos de callo del medio C5 crecieron mas que los de los

medios C8. Esta tendencia fue exactamente igual que la del experimento anterior.

Cabe seflalar que en la etapa de proliferaci6n se disminuy6 la concentracién de 2,4-D a la mitad,
pero todos los demés componentes del medio se mantuvieron estables. En esta etapa la
ganancia en peso fresco no fue tan grande como en ia etapa de induccién puesto que la
concentracién de la auxina fue reducida a 3 mg - L' de 2,4-D, lo que implicaria que la respuesta

del cultivo es probable que sea debida a la concentracién de auxina.

FASE I ESTABLECIMIENTO Y EVALUACION DE
CULTIVOS DE CELULAS EN SUSPENSION

ENSAYO 4

Seleccion del medio de cultivo y tipo de callo para la obtencién de cultivos
en suspensién con mejores tasas de crecimiento.

Se adicion6 un nuevo explante ya que surgié la interrogante de si en el EC (embrién completo),
el cotiledén de alguna manera podria influir positivamente en el aumento de la proliferacién

celular.
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Mediante tratamiento estadistico (Manova tipo Il[) se encontré un valor de significancia de cero
para los explantes con una F igual a 13.377, lo que indica que no hubo diferencias entre
expiantes. El valor de significancia para los medios de cultivo fue de 0.7497 y con una F de

0.108, mientras que en el tiempo, el valor de significancia fue de 0.1268 y la F de 1.915.

A pesar de que se detectaron pocas diferencias, se pudo observar una tendencia. Para
identificar mejor esta inclinacién se utilizaron los cuadrados medios obtenidos de la Manova
Tipo lIl. En bn‘mera instancia, estos resultados indican que ambos medios de cultivo (Ns ¥ R2)
son iguales para un mismo tipo de explante (valor igual a 25 en ambos medios) (Anexo lll), sin
embargo, en cuanto a las diferencias con respecto a los explantes, sugieren que el mejor fue el
STH, el que le sigue es el EC y por Gltimo el EE, como se muestra en la Figura 10. Lo anterior
tiene su explicacidén en el hecho de que las células provenientes del callo de STH presentaron
una mayor proliferacién, porque al generarse el callo de un tejido con zonas ampliamente
meristeméticas, sus células derivadas conservan la caracteristica de ser meristeméticas, por lo

cual al establecer la suspensién, dichas céiulas mantuvieron dicha condicion.

Las zonas de las cuales se obtiene el callo son distintas para cada explante, en el caso de EE,
el callo se origind de la zona donde fue eliminado el cotiled6n unico. Se observa que en efecto,
el explante que promovié menor cantidad de callo, fue el eje embrionario, este tejido presenta un
estado quiescente. en donde el metabolismo celular se encuentra detenido 0 es muy bajo. La
no-existencia del escuteio probablemente baje su rendimiento y su crecimiento y produccién dei
callo, ya que el cotiledén unico en monocotiledéneas (las Gramineas) es altamente

especializado para la absorcién de nutrientes y honmonas vegetales (Bewley y Black., 1994).

En el embrién maduro completo (EC) el cotiledén es un 6rgano de reserva, i0 que ayuda a que
el crecimiento sea mas eficiente (Bewley y Black., 1994). En el EC, se presenté la gemminacion

propiamente dicha; el callo se originé de la misma zona, pero se presenté en mayor cantidad, ya



que el escutelo transloca reservas y sintetizan auxinas de novo (Bewley y Black., 1994)

(Lamina3).

Por otro lado, los segmentos de tallo y hoja se encuentran en plena divisién. El tejido
meristematico se encuentra en maybr'c-antidad. ya que este tipo de explante contiene varios
tipos de zonas meristematicas, en el tallo se observan el meristemo apical y el meristemo del
cuerpo del tallo o del engrosamiento primario periférico; en los fitbmeros se encuentran zonas
meristematicas en los margenes asi como zonas meristematicas para el alargamiento del mismo
(Essau, 1976), y sus tejidos estan en divisién continua, lo cual indica que la concentracién de
reguladores de crecimiento vegetal como AlA, Zeatina y Cinetina, asi como del metabolismo en
el que se encuentra, es distinto en las distintas estructuras o explantes comparados (Lamina Sy

6).
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Figura 10.- Comparacién de mejor explante de calios de maiz de la raza Chalqueiio.
Estos resuitados se obtuvieron a partir de los Cuadrados medios del tratamiento
estadistico MANOVA tipo llII.
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Tanto el eje embrionario, como e! EC al momento de obtener el callo se encuentran en estado
germinativo, que incluye numerosos eventos, tales como hidratacién de proteinas cambios
estructurales subcelulares, respiracién, sintesis macromolecular, y elongacion celular. Las zonas
meristematicas, tanto de EE como de EC comienzan a despertar, mientras que en el STH,

dichas zonas de la plantula se encuentran en crecimiento pleno (Bewley y Black., 1994).

En la Figura 11 se observa un resumen de {0s resultados obtenidos del tratamiento estadistico
Manova tipo . Se observa que el mejor explante es el STH, en el medio S5; mientras que los

explantes EC y EE prefieren S6.

Mejor medio)

Promedios.(puntuaciéﬁ" [

Figura 11. Comparacién de puntuacién de mejor medios de cultivos en suspensién obtenidos
de callos de maiz de la raza Chalqueiio originados a partir de tres tipos de explante
(STH, EC y EE) en los medios (S5y S6). Esfos resultados se obtuvieron a partir
de los cuadrados medios del tratamiento estadistico MANOVA tipo III.

66



En la Figura 12 se observa la cinética de crecimiento de las células, notadndose que a las 24
horas, las células provenientes de STH logran mayor peso fresco en el medio Ns (S5) en
comparacién con las crecidas en el medio R2 (S6). Sin embargo, ocurre lo contrario con el
explante EC, este prefiere el medio R2 y el N6 no le favoreci6. El explante EE en ambos medios

presentan nulo crecimiento, NO se recuperan.
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Figura 12.- Grafica comparativa de Peso fresco vs intervalos de tiempo de diferentes explantes
y asi como diferentes medios.

A continuacién se presentan los cuadros correspondientes a las Tasas Relativas de Crecimiento

(TRC), Tasa de Duplicacibn (TD) y Nimero de Duplicaciones (ND) correspondientes a los

distintos tratamientos. El mejor tratamiento corresponde al tratamiento STH S5, el cual presenta

la mayor TRC en el mismo tiempo, asi como el mayor ntimero de duplicaciones (0.8) y la mayor

TD (Cuadro 4).

El tratamiento que le sigue es STH en S6, posteriormente le sigue el EC en S6 y S5, y por ultimo

EE en S6 y S5 respectivamente.
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Cuadro 4.- Parametros de crecimiento celular (TRC, TD y ND) de los dos tratamientos
(S5 y S6) para los tres tipos explantes (STH, Segmentos de Tallo y Hoja; EC,
Embrién con Escutelo; EE, Eje embrionario) de cultivos en suspension de
Zea mays L. Raza Chalquefio.

T2-T1

- EE S6'EC S5

0.225 0.097 -0.280 . -0,126 -0.033

T3:T270 i Kelcy 0'1)28‘“1756"6""*"”
T4-T3. i 1027
0006 0012

ST

' TASAS DE DUPLlCAC!ON

2 308881 17148420 24729 =5:4D4587.-20.838".

T3T2 , 578812 7.97901 4.82724 -24.3848 121.08
T4-T3 7. 68350 263976 -3.06885 10532 60.4005 -5.4568 i
T5-T4 7.683589  -3.83074.-4.48765 -5.5246 122.208 56.934 .
JIntervalo .. . ‘...NUMERO DE DUPLICA' léb.L
De Explanteymedno Lo
Tiempo
iSTH:S6 STH'SS “EC ss
T2-T1 0.758866 . -,0.804 :
T3T2 10.468842 - “0; .
T4-T3 . 0:424002 0.1 - --0:57434-:0.65954 -1:0.4€
T5-T4 10644361 036706'_ : "0.5438..0.64865

68



ENSAYO §

Seleccién de la concentracion éptima de Bencil amino purina (BAP)para

cultivos en suspension de segmentos de tallo y hoja (STH).

El objetivo de este ensayo fue el obtener la concentracién Sptima de BAP para cultivos en
suspension originados de cailo producido a partir de STH de Zea mays, L. Raza Chalquefio. En

esta etapa se compararon diversos parametros de crecimiento, asi como anaélisis estadistico.

Se encontré que todos los tratamientos presentan una TRC en aumento (Cuadro 5) a !a par que
incrementa la concentracién de BAP (S7<S8<S59<S5). La excepcién es e! tratamiento S10, que

se comporta de manera inversa, pues presenta la mayor concentracién de BAP y la menor TRC.

El tratamiento €5 es el mejor, ya que presenta un TD menor y un ND mayor. A pesar de que el
medio S7 no contiene la citocinina BAP, presenta una ND de casi 1 y un TD un poco superior a
las 72 horas, l0 que implicaria que el cultivo permanece en divisién ain en la ausencia de BAP.
Esto podria deberse a la presencia de adenina en el medio, o a la existencia en las células de

citocininas naturales que dan lugar a la divisién celular.

Desde el punto de vista estadistico, !a concentracién de BAP no afecta significativamente el
crecimiento del cultivo, (F=1.810;G.L.=5.24;P<0.05, se excluyen 5 valores), esto es que erntre [os

tratamientos, el comportamiento de las curvas es muy semejante.
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Cuadro 5. Parametros de cuantificaciéon (TRC, TD y ND) de cuitivos en suspensién de células
de malz de la raza Chalquefio en cinco concentraciones de BAP.

Parametros | MEDIOS DE CULTIVO (CONCENTRACIONDEBAP) =
De 4 oosT oo oose oS8 0S5 -Sf0
Crecimiento | ;0mg L" " 0.01mg L 0i0mg L’ .020mg-L"

™ -
“ND.

La cinética de crecimiento de las células originadas a partir de callo producido de STH de
plantulas de maiz (Zea mays, L., raza Chalquefio), cultivadas en los cinco medios (tratamientos
S7, S8, S$9, S5 y S10 presentaron 0.0, 0.01, 0.10, 0.20 y 1 mg * L™ respectivamente), estan

representadas en la figura 13.

El crecimiento del cultivo se presenta, ain en ausencia de !a citocinina (tratamiento B1); esta
grafica presenta un comportamiento sigmoidal, dicha curva presenta una fase lag de casi 24

horas, una linear de 24 a 72 donde alcanza su punto maximo, a partir de! cual declina.

El tratamiento S8 modifica el crecimiento del cultivo, exhibe un comportamiento oscilatorio, pero
con una tendencia ascendente; se observan dos curvas de crecimiento, una que muestra su

punto maximo a las 24 horas y la otra a las 72 horas. En cuanto a las fases de crecimiento de {a
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curva correspondiente, se encuentran la fase lineal (1-24 y 48 - 72 horas) y la fase de
desaceleracion (24-48 y 72 - 96 horas). Entre las 24 y las 48 podria definirse una fase
estacionaria, y una segunda lineal, pero no se puede estar seguro, a causa de que las
desviaciones son demasiado amplias y no podriamos delimitar con certeza el comportamiento

real de dicha curva.

Peso Fresco (gr./30

Figura 13.- La cinética de crecimiento de las células originadas a partir de callo producido de
STH de plantulas de maiz (Zea mays, L., raza Chalqueiio), cultivadas en los cinco
medios (tratamientos S7, S8, $9, S5 y S10 presentaron 0.0, 0.01, 0.10, 0.20 y
1mg- L respectivamente).

La curva S9 no presenta una fase lag, pero existe una fase linear de las O a las 24 horas;

también se observan dos puntos maximos; uno a las 24 horas, el cual se mantiene durante las

siguientes 24 horas (de las 24 a las 48 horas) (fase estacionaria), y el segundo, el cual se

presenta a las 96 horas. Dicho punto presenta un incremento del 72 %. A partir de éste uitimo

punto, se presenta una fase de desaceleracién y mortalidad celular.
e ——— n
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El tratamiento S5 presenta un comportamiento ascendente oscilatorio y estd formado por dos
ciclos de crecimiento. El pico maximo se presenta a las 24 horas y supera a todos los
tratamientos. El segundo pico, comespondiente a las 72 horas y es casi de la misma magnitud
que el maximo encontrado en el tratamiento S9. Las fases de crecimiento observadas en esta
curva son: dos fases lineal, una en el intervalo 0-24 horas y la otra de las 48 a las 72 horas, asl
como dos fases de mortalidad, (24-48 y 72- 96 horas), y una fase lag a partir de las 96 a las 120

horas.

El medio $10 produce una curva de menor crecimiento que todas las curvas de menores
concentraciones de la citocinina. Esta curva presenta una fase lineal de las O a las 24 horas, a
partir de esta hora y hasta las 98 horas, se observa una fase estacionaria, a partir de la cual
comienza la fase de desaceleracién. Es probable que el efecto producido por esta concentracién

sea inhibitorio en el crecimiento del cultivo.

Las citocininas incrementan la tasa de divisién celular y decrecen el rango de ploidias en células
en suspensidén pues estimulan la divisién celular de células meristeméticas (Kiblert y Newmann,
1980). Por otro lado, Oono (1982) (tomado de Fujiwara, 1982) reporté que un alto nivel de
benziladenina (30 mg. L-1) incrementa considerablemente la variabilidad genética de cultivo de

callo de arroz comparado a aque! encontrado con 2mg " L™,

La adicién de la base adenina probablemente fue lo que dio lugar a la proliferacién celular. La
biosintesis de las citocininas se da gracias a modificaciones de la base adenina (McGaw, 1995;
Salisbury y Ross, 1982). Skoog y Tsui (1948) y Miller y Skoog (1953) (tomados de George y
Sherringtong, 1984) descubrieron que !a adenina puede inducir formacién de yemas en
segmentos de tallo de tabaco, asi como callo in vitro. Después del subsecuente descubrimiento
de que la citocinina estructuralmente esta relacionada a una base pJrica, la adenina es utilizada

en muchos tipos diferentes de cultivo llevando a la regeneracién de la planta. Con respecto a
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este experimento, se debi6 de tomar un testigo al cual no se le pusiera dicha base adenina, para

corroborar que el crecimiento se debe a la adicién de dicha base o al contenido de citocininas

propio de las células.

ENSAYO 8

Seleccién de la concentracion 6ptima de la auxina 2,4 - D para cuitivos en

suspension de segmentos de taillo y hoja (STH).

El objetivo de este ensayo fue el obtener la concentracién 6ptima de 2,4-D para cultivos en
suspension originados de calio producido a partir de STH de Zea mays, L. Raza Chalquefo)
(Lamina 7), para lo cual se probaron tres concentraciones de la auxina 2,4-D, 3,45y8 mg" Lt
en el medio base Ng, dichos tratamientos son S5, S11 y S12 respectivamente. En esta etapa se
compararon diversos parametros de crecimiento como son peso fresco y peso seco, asimismo

se analizaron curvas correspondientes a la tasa peso fresco/peso seco (PF/PS).

El valor de |a tasa peso fresco/peso seco (PF/PS) es utilizado como un indice del contenido de
liquido intraceluiar; el incremento de liquido en las células conlleva a incrementar el valor dei

peso fresco (In-Suk y Dung-il, 1993).

Los resultados obtenidos del tratamiento S5 (3 mg - L' de 2,4-D) se muestran en la Figura 14
donde se observan los tres pardmetros de crecimiento (peso fresco, peso seco y contenid6 de
proteinas). Dichas curvas presentan tendencias similares, a diferencia de los otros dos
tratamientos S11 y S12 que presentan concentraciones de 45 y 8 mg L' de 2,4-D

respectivamente, cuyos patrones varfan considerablemente (Figuras 15y 16).
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47
Tiempo (horas)

B Peso fresco —k— Peso seco Proteinas

Figura 14. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteinas totales para
cultivos en suspensién de células de Zea mays, L. raza Chalqueifio, cultivadas en
medio S5 con una concentracién de 2,4-D de 3 mg L’

Tiempo (hr)

M Peso fresco —a&— Peso seco Proteinas

Figura 15. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteinas totales para
cultivos en suspensién de STH de células de Zea mays, raza Chalqueiio, cultivadas
en medio S11 con una concentracion de 2,4-D de 4.5 mg " L.\,
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Tiempo (hr)

% Peso fresco —&— Peso seco Proteinas

Figura 16. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteinas totales para
cultivos en suspension de células de STH de maiz (Zea mays, L. raza Chalqueiio),
cultivadas en medio $12 con una concentracién de 6 mg * L' de 2,4-D.

Battat et al., 1989 (tomado de In-Suk Park and K. Dong-Il, 1993) encontraron que el valor de la

tasa PF/PS permanece constante a través de la fase exponencial e incrementa sélo cuando el

azicar se agota en medio de cultivo, lo que indica que el peso fresco es mayor al peso seco,
esto se puede observar en la Figura 17 en la curva correspondiente al tratamiento S5 donde se
observa que esta se mantiene con valores minimos hasta las 36 horas y a partir de este

momento comienza a incrementar hasta ias 64 horas, a parir de las cuales disminuye.

La poblacién celular de nuestros cultivos es muy heterogénea, probablemente se encuentre
constituida de cohortes celulares que estan en diferente fase del ciclo celular, que responden de
manera diferente a las tres concentraciones de 2,4-D. Las concentraciones de 4.5y 6 mg - L'
conllevan a las células a divisién celular en corto tiempo, lo que podemos observar en la figura

17'.' curvas S11 y S12, donde se observa que existe un incremento maximo en peso seco, que se

75




Tempo (hr)

¥ Peso fresco —&— Peso seco Proteinas

Figura 16. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteinas totales para
cultivos en suspensién de células de STH de maiz (Zea mays, L. raza Chalqueiio),
cultivadas en medio S12 con una concentracién de 6 mg * L' de 2,4-D.

Battat et al., 1989 (tomado de In-Suk Park and K. Dong-!l, 1993) encontraron que €l valor de ia

tasa PF/PS permanece constante a través de la fase exponencial e incrementa sélo cuando el

azucar se agota en medio de cultivo, lo que indica que el peso fresco es mayor al peso seco,
esto se puede observar en la Figura 17 en la curva correspondiente al tratamiento S5 donde se
observa que esta se mantiene con valores minimos hasta las 36 horas y a partir de este

momento comienza a incrementar hasta las 64 horas, a partir de las cuales disminuye.

La poblacién celular de nuestros cultivos es muy heterogénea, probablemente se encuentre
constituida de cohortes celulares que estan en diferente fase del ciclo celular, que responden de
manera diferente a las tres concentraciones de 2,4-D. Las concentraciones de 4.5y 6 mg * L™
conllevan a las células a division celular en corto tiempo, lo que podemos observar en la figura

17, curvas S11 y S12, donde se observa que existe un incremento maximo en peso seco, que se
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manifiesta en elvpunto minimo de la a las 24 horas en ambas curvas. Este valor es proporcional

ala cbncentraclén de! fitorregulador.

El efecto que produce la concentracién de 2,4-D de 3 mgL™' dispara una poblacién de células
hacia mitosis, pero no asi a toda la poblacién que se encuentra en Go, por 1o cual el incremento

es relativamente bajo.

Por otro lado las curvas S11 y S12 comienzan a incrementar el peso fresco a partir de las 24
horas, valores maximos de la razén PF/PS, mientras que la curva S5 a partir de las 47 horas.
Esto indica que probablemente el incremento en peso fresco sea debido a la entrada de liquido,
producida por la acidificacién de la pared celular que provoca la entrada del i6n Potasio a la
célula; este hecho contrarresta la salida de iones de hidrégeno (protones) dando lugar al
decremento del potencial hidrico que se manifiesta permitiendo la entrada de agua a la célula

que se expande.

Figura 17 Gréfica comparativa de peso fresco/peso seco (PF/PS) para determinar ia cantidad
de contenido de agua en las células. Tridngulos S11, Rombos es S12, y Cuadros S5.
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ENSAYO 7

Evaluacién del crecimiento de células en suspensién de maiz a través de la

incorporacién de timidina tritiada.

La funcidn inhibitoria de la afidicolina fue llevada a cabo con el objetivo de valorar la efectividad
de dicha sustancia sobre una enzima replicativa como es la ADN polimerasa 2, obtenida de ejes
embrionarios en geminacién de maiz de la misma raza (Coello et al., 1992). Esta enzima es
caracterizada como una fosfoenzima(Coello y Vazquez-Ramos, 1995a), con una procesividad de
12-22 nucleétidos por evento de unién (Coello y Vazquez-Ramos, 1985b) y con una masa
molecular de 450 Kda holoenzima compuesta de 7 subunidades (90, 83, 70, 60, 55, 45 y 24
Kda), inmunoinhibida por anticuerpos contra ADN polimerasa o de timo de temera y se cree que

es una enzima tipo a,e inhibida por la afidicolina.

En la figura 18, las curva T1 y T2, presentan un incremento en la cantidad de marca radiactiva
(C.P.M.) hasta llegar a un punto méaximo a las 38 horas, tiempo en el cual ambas curvas decaen

en la incorporacion.

Con respecto al testigo del DMSO, tratamiento T2, este compuesto no inhibe el crecimiento del
cultivo, al contrario, ayuda de alguna manera al mismo, ya que el incremento maximo en

incorporacién se da en esta curva.



J B

m
300
o0
100

Figura 18 . Grafica comparativa correspondiente a los tratamientos T1 (incorporacién),
T2 (DMSO), T3 (Aphy1)y T4 (Aphy2). En el tratamiento T3 se aplico
el inhibidor al tiempo O, y en el T4 a las 36 horas.

Ambas curvas experimentales, T3 y T4, presentan una planicie a las 36 horas, lo que implica
inhibicidn en la incorporacién de la Timidina tritiada (Figura 18), tiempo en el cual fue adicionado
el inhibidor Afidicolina. Sin embargo, en la curva T3 se esperaria que no existiera incorporacion

- ya que la adicion de la afidicolina fue al inicio del cuitivo, lo que no ocurre (Figura 18).

En la figura 19 se observan Iasdcua:tzrc‘):curvas correspondientes a los tratamientos T1, T2, T3 y

T4. Cada curva presenta el pro V}asl como sus desviaciones estandar.

Las desviaciones estandar corréquridientes a los cuatro tratamientos se pueden observar en la

Figura 19. La curva del tratamiento T1 presenta unas desviaciones estandar muy variables. En

s
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la curva T2 correspondiente al tratamiento DMSO, las desviaciones fueron pequefias y casi de la

misma proporcion, excepto a las 60 horas.

En general, las curvas experimentales, tratamientos T3 y T4, presentan desviaciones estandar

de moderadas a pequefias.

Las curvas T2 y T3 presentaron desviaciones grandes a las 60 y 48 horas respectivamente. Ya
que la poblacién celular de estos cultivos es heterogénea en su composicién, es probable que
alguna fraccién de la poblacién comenz6 a entrar en la fase S del ciclo celular, o que dio jugar a

un incremento en e! naumero de c.p.m.

La concentracién del inhibidor afidicolina para el tratamiento T3, fue probablemente a una

concentracién baja, por lo cual la inhibicién no fue total desde el principio de la curva.
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LAMINA 1. Etapa de induccion de callo originado a partir de Segmentos de Tallo y Hoja
en medio C5-0. En la caja de petri de laizquierda se observan los cortes
transversales secuenciales colocados en direccién de las manecillas del reloj.
En la caja petri de la derecha estan distribuidos al azar.

5

Callo de maiz inducido
de eje embrionario

LAMINA 2. Etapa de induccién de callo originado a partir de Eje embrionario en medio C5-0.
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LAMINA 3.

Proliferacion Callo de maiz de
Segmentos de tallo y hoja

Etapa de proliferacion de callo originado a partir de Segmentos de Tallo y Hoja
en medio C5-0. Se observan en la parte superior zonas del callo color blanco
hialino.

Callo de matz inducido de
embrion completo

LAMINA 4.

Etapa de induccién de callo originado a partir de! explante Embrién completo
en medio C5-0.
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LAMINA 5. Callo originado a partir de Segmentos de Talloy Hoja en medio C5-0. Cortes

transversales de tallo y hoja de maiz, donde se observa que existe mayor formacion

de callo en los cortes basales del tallo y hoja. El callo originado de los altimos tres
segmentos es muy friable y con origen exclusivamente de la Gltima hoja.

LAMINA 6. Etapa de induccién de callo originado a partir de Segmentos de Tallo y Hoja
en medio C5-0. Se observan en la parte superior zonas del calio color blancoy
en regiones inferiores una coloracién crema.
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LAMINA 7. Etapa de proliferacién de suspension originada a partir de Segmentos de Tallo Yy
Hoja en medio C5-0. Se observan matraz de 250 ml con 60 ml de células en
suspensiéon. En la parte superior del matraz se observa el halo formado por
células pequeitas.
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En la induccién de callo se utilizaron dos explantes, el EE y STH siendo el mejor el STH.

La presencia de L-prolina estimula la induccién de callo de STH de maiz.

El medio con relacién de NOs :NH, “de 1:4 (CS5-0) es mejor para la induccién de callo de STH
que los de relacién 1:2. (C3, C4).

En la etapa de Proliferacién de callo se probé los medios con relacién de NOa :NH. de 1:2y 1:4

resultando mejor el 1:4 que el 1:2 igual que en la etapa anterior.

Se evalué el crecimiento de suspensiones en cinco concentraciones de BAP, siendo mejor el S5
con 0.2 y en general el comportamiento de ias concentraciones es dosis respuesta, asi mismo
se probé la concentracién de 2,4-D y se observé que en esta fase es ideal a la concentracién 3
en medio S5.

Posteriomente se probé indirectamente que el cultivo estuviera en division mediante curvas de

incorporacién de timidina y de su posterior inhibicién.

El cultivo en suspensién esta conformado de células que se encuentran en diferente fase del
ciclo celular. La poblacién en nuestro cultivo es hetogénea en su composicion, existe cohorte
celular en fase Sintesis, otra que se encuentra en mitosis y la gran mayoria estad en la fase
estaclonaria GO.

El inhibidor est4 a muy baja concentracién por lo cual la inhibicién de la incorporacién no es total
y desde el Inicio. ’

Aunque muchos autores utilizan como Gnico pardmetro para caracterizacién de suspensiones el
peso fresco, es de gran importancia tomar a la par otros pardmetros, tales como el peso seco, y
la cuantificacién de proteinas, o la incorporacién de timidina ya que esto nos denota como se
encuentra nuestro cultivo.
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ANEXO |

Foérmulas de Macronutrentes utilizadas.

Macronutrientes P.M. CantMasa mM 'L’
Murashige y Skoog (1962) conocido como MS

Macronutrientes

KNO3 101.108 1900.0 18.792
NHsNO3 80.040 1650.0 20.615
CacCl.HO 147.020 440.0 2993
M@S0,4.7H,0 246.480 370.0 1.501
KHPO, 138.090 170.0 1.249
Micronutrientes

MnS04:.4H,0 205.100 22.3 0.109
ZnS0,4.7H0 287.540 86 0.030
H1BO4 81.860 6.2 0.100
Kl 166.010 0.8 0.005
CuS0.4.5H,0 249.680 25.0ug
MoNaO.2H.0O 241.950 250.0pg
CoChL.6H,0 237.950 25.0ug
FeS0,.7H:0 278.028 27.8pg 0.100
NaEDTA .2 H:O 372.300 37.3ug 0.369

Medio R>

Esta constituidc por todos los macronutrientes y micronutrientes del medio MS,
excepto los siguientes, que se presentan a la mitad de la concentracién.

Macronutrientes P.M. Mg L mMm- Lt
KNO> 101.108 85.0 9.396
NHJ4NO, 80.040 825.0 10.807
Skenk and Hildebrandt (1972) (SH)

P.M. Mg L' mm L
Solucién A
KNO3 101.108 2500.00 24.72604
NHH:PO, 115 300.00 2.60870
Solucién B
MgS0,4.7H0 246.48 400.00 1.62285
Solucién C
MnSO4.H0 169.01 10.00 0.00592
HiBO; 61.83 5.00 0.08087
ZnS04.7THL0O 287.54 0.10 0.00035
Na:Mo00O,4.2H0O 241.95 1.00 0.00004
CoCi2.6H,0 237.93 0.10 0.00004
Ki 166.01 1.00 0.00060
CuSQ4.5H-0 249.68 0.20 0.00008
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P.M. Cant.Masa mM L
Solucién D
CacCl;. 2H,0 147.02 200.0Q 0.13604
Solucion E
FeS0a4. 7TH,O 278.028 15.00 0.00540
Na;EDTA . 2 H,O 3723 20.00 0.00537
Medio Ng Chu et al. (1975)

P.M. Mg L mm-L!
Solucién |
(NH.4)2S04 132.060 463.00 3.50598
KNO; 101.108 2830.00 28.01954
CaCt.2H,0 147.020 166.00 1.12910
KH,PO4 136.090 400.00 2.93923
MgSO4 7 HO 246.480 185.00 0.37731
Solucién it
MnSOq4. 4HO 223.000 597.00 2.67713
ZnS0O4.7TH.O 287.540 1.50 0.52167
H4B802 61.830 1.60 2.58774
Kt 166.010 0.80 0.48190
Solucién it
FeS0,4.7H;0 278.028 27.85 0.10017
Na,EDTA . 2 H.O 372.300 37.30 0.10005
Vitaminas del Coctel 20.
Nombre del P.M. mg L-1 mM L-1
compuesto
L-Asparagina CaHaN,O. 3 H0 150.1 10.00 6.662
L-Arginina CeH1aNO2 174.2 10.00 5.741
L-Ac.aspéartico C4H7NO4 133.1 7.50 5.635
Glicina CaHsNO> 75.07 23.00 30.638
Glutamina CsH1gN20O3 146.1 60.00 41,068
Ac. Glutamico. NaOH CsHgNO, 147.1 7.50 5.099
Biotina (Vit BB)NaOH CoH16N203S 244.3 1.00 0.409
Ac. Félico(B9)NaOH C1sH1eN70s 441.4 1.00 0.227
Ac. Nicotinico(B3) CeHsNO- 123.1 1.50 1.219
Piridoxina (B6)* CeH14yNOa.HCI 2056 1.50 0.730
Rivoflavina(B2)NaOH  C,7H29NsO3 376.4 0.10 0.027
Tiamina(B1) * C12H17CIN4Os.HCI 337.3 3.00 0.889
Myo-Inositol CesH120s 180.16 145.00 80.484
Urea CON,H4 60.06 45.00 74.925

* Disolver con 3 gotasde NaOH al 1 N
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Vitaminas Cocktail Rz

Nombre del P.M. mgL-1 mML-1
compuesto

Ac. Nicotinico (B3) CgHsNO> 123.1 1.00 0.813

Mio inositol 100.00

Piridoxina (B6) * CsH11NO1.HCI 205.6 1.00 0.487

Tiamina(B81) * C12H17CIN,O5.HCI 337.3 2.00 1.1853
* Disolver con 3 gotas de NaOH al 1 N

Otros compuestos utilizados en el Ry

Nombre del P.M. mg L-1 mM L-1
compuesto -

Glicina CaHsNO, 75.07 1.00

Adenina. SO, 123.1 10.00




ANEXO Il

PARAMETROS FiSICOS

Los parametros fisicos se determinaron segian Alvarado (1990).

PESO FRESCO (PF): Este parametro pemnite determinar la ganancia en masa y volumen
del tejido; se obtuvo tanto para callo asi como para suspensiones.

A) Callo: Se transfirié 0.7 mg de callo en una caja petri y se pesd en una balanza granataria
(gr./plantula), el namero de repeticiones varié segan experimento y medios, y se describe
individualmente en resultados, siendo entre 4 y 7 repeticiones.

B) Suspensiones: Se tomé 1 ml del medio de cultivo y se colocd en un tubo eppendorf
previamente pesado. se centrifugd y se eliminé el sobrenadante y por diferencia de pesos se
obtuvo el peso fresco. Cada muestreo se hizo por triplicado; el promedio y desviaciones
estdndares fueron graficadas.

PESO SECO: Mediante la cuantificacién de este parametro se obtuvo la cinética de
crecimiento y las fases del cultivo, asi como el tiempo de subcultivo. Sélo se utilizé para

suspensiones.

A) Suspensiones: Los tubos eppendorf conteniendo las muestras de peso fresco, se
mantuvieron a 20°C durante 3 dias, posteriormente se pesaron y por diferencia se obtuvo el
peso seco.

Los parametros de crecimiento que se describen posteriormente fueron calculados tanto para
callos, como para cultivos en suspension.

TASA RELATIVA DE CRECIMIENTO (TRC): Es la velocidad promedio a la cual el
cultivo aumenta por unidad de masa inicial y por unidad de tiempo.

LtnC2-LnC1t
TRC =

T2-T1

Donde:

Ln es el logaritmo natural

C2 es el peso o numero de células en el muestreo més tardio

C1 es el peso o nimero de células en el muestreo méas temprano
T2 —T1 es el intervalo en dias entre dos muestreos.

TASA DE DUPLICACION (TD): Es el tiempo que requiere una poblacién para que esta
duplique su numero, o también el tiempo promedio transcurrido entre dos divisiones
consecutivas de una célula (Richards, 1969). La ecuacion que la describe es:
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Ltn 2
TD =

TRC

NUMERO DE DUPLICACIONES (ND): son el namero de veces que la poblacién celular
se ha duplicado a un intervalo de tiempo dado.

tn C2 - Ln C1

ND =
tn 2

PARAMETROS BIOQUIMICOS:

CUANTIFICACION DE PROTEINAS: Este es un paradmetro bioguimico que evalta la
proliferacién celular dei cultivo. El contenido de proteina total se determiné mediante el método
de Bradford, utilizando albimina de suero bovino (BSA) con la cual se hizo fa curva patrén de
referencia. Muestras de 2 ml de cultivo celular fueron centrifugadas, eliminandose el
sobrenadante y adicionando HCI al 1 N. Posteriormente se agit6, se centrifugé nuevamente y
tomoé muestra de 0.6 ml de sobrenadante. Se adicioné 0.4 ml de colorante azu!l de Coomassie
para posteriormente ser leido en un espectrofotémetro a 595 nm de longitud de onda.

Para la cuantificacién de proteinas del ensayo 7, se tomo los eppendorf que contenian 200 ul de

la muestra, se les adiciond 0.8 ml del colorante azul de Coomassie y se ley6é también en el
espectro, a la misma longitud de onda.
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ANEXO i1l

Tabla comparativa de la cantidad de masa y iones Nitrato y amonio en los medios C3(R2), C«
(MS) ¥ Cs (Ne).

Cantidad En Masa Cantidad de lones

MEDIO

(NH();SO, || NHaNO, | ‘NH."(meq) . | NOy(meq) | Total N-

cs

c4

;. C8
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Anexo IV

Andlisis de Varianza MANOVA PF - Tipo 1l Suma de Cuadrados

Fuente de Varacién Suma de Cuadrados gl Cuadrados Medios F-Calculada Sign.
EFECTOS PRINCIPALES

A: MANOVA Explanle 0.0632077 2 0316039 13.377 0.0000
B: MANOVA. Medio 0.0002509 1 0002509 .106 0.7497
C: MANOVA. Fecha 0.0180937 4 0045234 1.915 0.1268
INTERACCIONES

AB 0.0070742 2 0035371 1.497 0.2360
AC 0.0225126 8 0028141 1.191 0.3286 -
8C 0.0011178 4 0002795 0.118 . 09752
ABC 0.0033338 8 0004167 0176 0.9929
TOTAL 0.2088228 69

20 valores excluidos.
Todas las tasas de F se basaron en el error residual de cuadrados medios.
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(Continuacion Anexo IV)

Tabla de Ultimos Cuadrados Medios para MANOVA.PF

Nivel Cantidad Promedio Error Estandar 95% Confidence for mean
Promedios Principales 70 2540500 0.0059161 .2420903 .2660097
A: MANOVA Explante

1 20 2964500 0.0108686 2744788 3184214

2 20 2179000 0.0108686 .1959286 .2398714
3 30 2478000 0.0088742 .2298605 2657395
B: MANOVA Medio

1 35 2559778 0.0083667 2390642 2728913
2 35 2521222 0.0083667 .2352087 2690358
C: MANOVA Fecha

1 14 2700000 0.0132289 2432573 .2967427
2 14 2563611 0.0132289 2296184 .2831038
3 14 2726667 0.0132289 2459240 .2994094
4 14 2408056 0.0132289 2140629 2675483
5 14 2304167 0.0132289 2036740 2571594
AB: ’
11 10 3133000 0.0153705 2822278 3443722
1 2 10 2796000 0.0153705 2485278 3106722
2 1 10 2109000 0.0153705 1798278 2419722
2 2 10 2249000 0.0153705 .1938278 2559722
3 1 15 2437333 0.0125500 .2183630 .2681037
3 2 15 2518667 0.0125500 2264963 2772370




ANEXO V

Parametros de crecimiento celular (TRC, TD y ND) corresbondientes a las cinco
concentraciones de BAP (S7, S8, S9, S5 y S10) para el explante STH (Segmentos de Tallo y
Hoja) de cultivos en suspensién de Zea mays L. Raza Chalqueiio, (Ensayo 5).

Intervalo TASAS RELATIVAS DE CRECIMIENTO
de Tratamiento (Concentracién de BAP)
Tiempo N
S7 ) s9 S5 s10
(0 mg't™)) (©0tmgL’) (0.1mgLY) (0.2 mgL") (1. mgL™hy
T2-T1 0.5680 0.642 0.734 1.464 0.405
T3-T2 -0.154 -0.082 0.040 -0.813 0.368
T4-T3 0.847 0.538 -0.080 0.528 0.037
T5-T4 -1.030 -0.369 0.583 -0.619 -0.037
T8-T5 . 0.033 0.081 -0.717 0.000 -0.656
*Intervalo ~.°’ TASAS DE DUPLICACION
vodes Tratamiento (Concentracién de Bap)
S Tlempo
R . s7 S8 s9 s§ S10
(0 mg'L") (0.01mgL"y  (0.1mglL") (0.2 mg'L") (1 mgL")
t2-t1(12) 1.23900 1.08000 0.944 0.473 1.710
t3-12(24) -4.49656 -8.42854 17.4837 -0.8522 1.88299
t4-t3(36) 0.818068 1.28600 -8.61831 1.31369 18.5553
T5-t4(48) -0.67321 -1.88023 1.18868 -1.1197 -18.5553
t6-t5(60) 21.13494 8.66064 -0.9672 0 -1.05696
Intervalo NUMERO DE DUPLICACION
de Tratamiento (Concentracién de Bap)
Tiempo
87 S8 S9 S5 S10
(0 mgL") (0.01 mg'L") (0.1 mgL™) (0.2 mgL") (1.mgL™")
T2-T1 1.498 1.580 1.673 2.403 1.344
T3-T2 0.536741 0.57228 0.65337 -0.523 1.12724
. T4-T3 1.606431 1.22989 0.51578 1.17806 0.63353
T5-T4 -0.64558 0.08363 1.2149 -0.2022 0.54228
0.872642 0.69645 -0.34302 0.69089 -0.05962

T8-T5




Parametros de crecimiento celular (TRC, TD y ND) de los dos tratamientos (S5 y S8) para los
tres explantes (STH, Segmentos de Tallo y Hoja; EC, Embrién con escutelo; EE, Eje
embrionario) de cultivos en suspensién de Zea rmays L. Raza Chalquefio, correspondientes al
ensayo 4.

Intervalo Tasas Relativas de Crecimiento
de Explante y medio
Tiempo
STH Se STH SS EC Sé EESS EES¢6 ECSS
T2-T1 0.179 0.225 0.097 -0.280 -0.128 -0.033
T3-T2 -0.031 0.120 0.087 0.144 -0.028 0.0068
T4-T3 -0.090 -0.273 -0.175 -0.068 0.011 -0.127
T5-T4 0.090 -0.181 -0.154 -0.125 0.0068 0.012
lmecr)velo TASAS DE DUPLICACION
e Explante y medi
Tiempo P d °
STH S8 STH SS ECS6 EE S5 EE S@6 EC S5
T2-T1 0 3.08581 7.14642 -2.4729 -5.485457 -20.838
T3-T2 -22.0403 5.78812 7.97901 482724 .24.3848 121.08
T4-T3 -7.68359 -2.53978 -3.96885 -10.532 60.4005 -5.4568
TS5-T4 7.683589 -3.83074 -4.48765 -5.5248 122.298 56.934
'mzfxa'o NUMERO DE DUPLICACION
Tiempo Explante y medio
STH Sé STH S5 EC S8 EE S5 EE S6 EC SS
T2-T1 0.758866 0.80426 0.67663 0.29933 0.45348 0.5464
T3-T2 0.468842 0.59995 0.62357 0.84731 0.860708 0.6001
T4-T3 0.424002 0.15428 0.32359 0.57434 0.85954 0.4848
T5-T4 0.644361 0.36708 0.4211 0.54383 0.64865 0.6802
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