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RESUMEN 



El objetivo de este trabajo fue la optimización y caracterización de células en suspensión de 

marz a través de parámetros físicos y bioqulmicos. Con la finalidad de obtener mayor cantidad 

de material biológico, materia prima, necesaria en el área de investigación. Para lo cual se 

estableció, seleccionó y caracterizó mediante diversos parámetros, cultivos callogénicos y en 

suspensión originados de diferentes explantes en medios de cultivo. 

En la inducción de callo se utilizaron dos explantes, el Eje Embrionario (EE) y Segmentos de 

Tallo y Hoja (STH) observándose que el mejor es éste último. Además, se determinó que la 

presencia de L-prolina es fundamental para la inducción de callo de STH. Asl mismo, se 

determinó que el medio que contiene una relación de N03 -:NH, •de 1:4 (CS-0) es mejor para la 

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

En la etapa Proliferación de callo se probó sólo un explante (STH) ya que este fue mejor que Eje 

Embrionario; y se probaron las medios con relación de N03 • :NH4 •de 1:2 y 1:4 observándose 

que la relación 1 :4 en esta etapa también estimuló la proliferación de los callos. 

Para la etapa de suspensiones se hizo un ensayo comparativo entre los explantes Eje 

Embrionario, Embrión Completo y Segmento de Tallo y Hojas, con la finalidad de conocer si 

existe respuesta diferencial en el crecimiento de células en fase suspensión y se probó las 

relaciones nitrato 1:2 y 1:4 observándose que la relación 1:2 es mejor para los explantes Eje 

Embrionario y Embrión Completo y la relación 1:4 continua siendo mejor para Segmentos de 

Tallo y Hoja, sin embargo, el crecimiento de éste último es mayor que en cualquiera de estos 

dos explantes. 

Se evaluó el crecimiento de suspensiones en cinco concentraciones de BAP, siendo mejor el SS 

con 0.2 mg · L"' y en general el comportamiento de las concentraciones es dosis respuesta. Asl 

mismo se probó la concentración de 2.4-D y se observó que la concentración 3 mg · L"1 en medio 

SS es la Ideal. 
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Posteriormente se probó indirectamente que el cultivo estuviera en fase S mediante curvas de 

incorporación de timldina y de su posterior inhibición. Como conclusión, nuestro cultivo en 

suspensión consiste de una población heterogénea de células que se encuentran en diferentes 

etapas del ciclo celular, tenemos una muy pequena población de células que se encuentran en 

división, y otra que se encuentra en la fase de slntesis, sin embargo, una gran parte de nuestra 

población se encuentra en fase Go. 

El inhibidor está a muy baja concentración por lo cual la inhibición de la incorporación 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 cómo único parámetro para caracterización de suspensiones el 

"peso fre~co, es de gran importancia tomar a la par otros parámetros, tales como el peso seco, y 

la cuantificación de protelnas, o la Incorporación de timidina ya que esto nos denota como se 

encuentra nuestro cultivo. 
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El cultivo de tejidos vegetales es una herramienta que permite obtener una gran cantidad de 

material biológico para el estudio de la división celular en plantas superiores. Esta técnica 

permite controlar las condiciones físicas y químicas del sistema, logrando así contar con material 

biológico en cualquier momento. 

El cultivo de tejidos vegetales toma relevancia en especies de gran importancia económica como 

el maíz ya que este cereal es el tercero en importancia del mundo, por lo que ha sido 

ampliamente utilizado en investigaciones a nivel fisiológico y bioquímico, dando como resultado 

una gran cantidad de información sobre la respuesta a reguladores del crecimiento, transporte 

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

Sin embargo, aún cuando las mazorcas de maíz presentan una gran cantidad de semillas por 

mazorca, para la realización de estudios se requiere una fuente de material constantemente 

como fuente de enzimas y sustratos, por lo cual es necesario contar con una alternativa la cual 

es proporcionada por el cultivo de células en suspensión; este sistema se origina de tejido 

indiferenciado (callo) producido por alguna sección de la planta, colocándolos en medios de 

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

En estudios bioquímicos y moleculares es prerrequisito contar con sistemas celulares 

homogéneos, para lo cual es necesario evaluar su crecimiento a través de parámetros 

fisiológicos como peso fresco, peso seco y número de células, o monitoreando metabólicamente 

los cultivos por cuantificación de otros parámetros bioquímicos tales como contenido de 

proteína total, contenido de DNA y RNA, demanda de oxígeno, actividad total de algunas 

enzimas como peroxidasas, etc. (Street, 1977). En este trabajo se optimizó y caracterizó 

cultivos de células en suspensión de maíz de la raza Chalqueilo, tomando en cuenta los 

parámetros fisiológicos: peso fresco y peso seco y bioquímicos: contenido de protefnas e 

incorporación de Timidina trillada. 
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11 REVISIÓN DE LITERATURA. 
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UBICACIÓN TAXONÓMICA DEL MAÍZ 

El maíz es una planta herbácea anual, la cual ha sido clasificada taxonómlcamente de la 

siguiente manera: 

Reino Plantee 

División Anthophyta (Angiospermas) 

Clase Monocotyledones 

Orden Commellnales 

Familia Poaceae 

Género Zea 

Especie Zeamays 

(lntemational Cede or Botanlcal Nomenclatura, XV lntemational Botanlcal Congress, 1993). 

CARACTERÍSTICAS DE LA SEMILLA DE MAIZ. 

El fruto del malz es Indehiscente y se denomina cariópside (pericarpio y testa adheridas). Este 

fruto se desarrolla a partir de un óvulo que ha sido fecundado, está formado de embrión, 

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

El embrión o esporofrto joven, es el resultado de la fertilización de una célula huevo dentro del 

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

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

abaxlal exhibe una epidermis epitelial secretora que está en contacto con el endospermo, tejido 

que se forma de la triple fusión de dos núcleos polares con un gameto masculino. El 
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endospermo, tejido de reserva de Ja semilla, presenta un alto contenido de almidón (amilosa y 

amilopectina) el cual es movilizado por Ja capa de células denominada aleurona para la 

alimentación del embrión durante Ja germinación (Bewley y Black, 1994; Essau, 1976). 

El eje embrionario presenta en su zona apical una plúmula que lleva las primeras hojas 

verdaderas (primordios foliares) y está cubierta por el coleóptilo, y en el polo opuesto del eje se 

encuentra Ja ralz embrionaria o radícula, cubierta por Ja coleorriza (Figura 1) (Bewley y Blaek, 

1994). 

La capa terminal es la sección que une al olote con una estructura esponjosa adaptada para Ja 

rápida absorción de humedad. Entre esta capa y la base del embrión se encuentra un tejido 

negro conocido como Ja capa hilar, Ja cual funciona como un mecanismo sellante durante la 

maduración. La formación de la capa negra indica que el grano llegó a Ja madurez (Essau, 

1976). 

El pericarpio, que es la cubierta del fruto (de origen materno), se conoce como testa o cubierta 

de Ja semilla y deriva de tegumento(s) y presenta una función de protección (Bewley y Black, 

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

CARACTERfSTICAS DE LA PLANTA DE MAfZ. 

Los tallos de gramíneas están 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 está 

fuertemente escleñficado (Esau, 1976). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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El eje de la planta está fonnado de fitómeros u hojas; estos fitómeros son attemos, opuestos y 

con vainas basales envolventes, de las cuales los primeros 5 a 7 fonnan la fase juvenil de la 

planta (Figura 2), los más distales la adulta. La fase vegetativa del tallo crece 3 a 4 semanas 

bajo condiciones nonnales. Durante esta fase los entrenudos se alargan lentamente y la parte 

superior del tallo consiste de hojas. Con la Iniciación de la inflorescencia, todos los entrenudos 

basales (cinco o seis) pennanecen con bajo crecimiento y ellos dan lugar al sistema radicular 

(Freeling y Walbot, 1994). 

El crecimiento de la planta está dado por la presencia de tres tipos de meristemos, el apical, el 

del cuerpo del tallo y el radicular. El meristemo apical produce tejido axial hacia abajo y 

primordios foliares laterales. El del tallo o del engrosamiento primario periférico, está en división 

continua; es un derivado del aplcal y fonna parénquima fundamental asl como cordones 

procambiales que se transfonnan en haces vasculares posterionnente. Los entrenudos se 

alargan después que el eje alcanza cierta anchura. Posterior al alargamiento, se presenta un 

incremento en espesor por aumento de !amano y división de las células del parénquima 

fundamental (Essau, 1976). 

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

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

Raíces 
Adventicias 

Figura 2.- Estructura de una plántula de maíz (Tomado de Raven, et al 1999) .• 

ORIGEN DE LA RAZA CHALQUEÑO. 

El ancestro del maíz actual que crece en México y áreas vecinas a Mesoamérica (Wilkes, 1967) 

se cree está cercanamente emparentado con el Teosintle (Zea spp), maíz silvestre (Doebley e 

llis, 1980; Galinat, 1992). A pesar de que el origen del maíz cultivado en tierras altas del centro 

de México es desconocido, la raza palomero toluqueño ha sido considerada como una raza con 

ancestros indígenas (Wellhausen et al 1952). Sin embargo, y de acuerdo con evidencias de 

domesticación, el origen del maíz tuvo lugar hace 7000 años en el centro y sureste de México 

(MacNeisk, 1985 y Goodman, 1988). Se ha propuesto un •mullicentro de domesticación del 

malz", con dos de los cuatro centros en el centro de México (Kato, 1984) 
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La raza Chalqueilo ha sido clasificada dentro de un grupo de razas de origen ancestral que 

presenta morfología vegetal (Anderson y Cutler, 1942) y frecuencia lsoenzimática similares entre 

ellas; este grupo está fonnado, además del Chalqueilo, por las razas palomero toluqueilo, 

cónico, arrocillo amarillo y cacahuacincle (Doebley, 1985). 

La raza Chalqueilo está caracterizada por ser altamente pubescente, y frecuentemente con 

tallos púrpuras, hojas correosas, colgantes, rafees frágiles e Inflorescencias masculinas poco 

ramificadas así como espigas de fonna cónica y crece en áreas con una estación de crecimiento 

largó y en altitudes aniba de los 2000 metros en el centro de México; está adaptado a zonas 

frías (12.5 a 7 • C) (Anderson y Cutler, 1942). 

CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES. 

El cultivo de tejido Vegetal descansa sobre dos hechos biológicos, el primero, la 

totipotencialidad y autonomía, basadas en los dogmas expresados por Matthlas Sehlelden 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 totipotencialidad. Dlehas 

teorías son demostradas en dos pasos, el primero es la multiplicación de una sola célula, y el 

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

El segundo hecho es que las fuentes de nutrición para el crecimiento vegetal en la naturaleza 

son los nutrientes minerales, los cuales son obtenidos del suelo, junto con el agua, a través del 

sistema radicular; el dióxido de carbono atmosférico, el cual es utilizado en el proceso de 

fotosíntesis para proveer carbono como una fuente de energia básica. Flnalmente, el cuerpo 

vegetal, particulannente sus regiones meristemáticas y órganos jóvenes tales como hojas; 

usando el carbón fijado y minerales, sintetizan !Odas las vitaminas y varias sustancias de 
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crecimiento vegetal que son criticas y esenciales para el crecimiento y desarrollo normal de Ja 

planta. Por Jo cual se dice que las plantas son autotróficas (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 Jos medios de cultivo a los explantes tales 

como órganos, tejidos, callos o células. Así mismo, estos explantes se cultivan bajo condiciones 

ambientales controladas (temperatura, humedad relativa, rotoperiodo, 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 inorgánicos y compuestos orgánicos. Los primeros están constituidos de 

macronutrientes y micronutrientes, y dentro de Jos segundos se encuentran las vitaminas y 

suplementos indefinidos, los aminoácidos, los carbohidratos y finalmente Jos filoreguladores, 

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

MEDIOS DE CULTIVO 

COMPUESTOS INORGÁNICOS 

MACRONUTRIENTES 

Las sales macronutrientes son el Nitrógeno, Fósforo, Potasio, Calcio, Magnesio y Azufre. A 

continuación se dará una breve resena de las principales. 
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El nitrógeno puede ser suplementado en el medio como nitrógeno orgánico (NH4 •, aminoácidos, 

sustancias no definidas) o inorgánico como N03 ". Es el principal responsable del crecimiento y 

diferenciación de tejido siendo adicionado en la forma de NH. • junto con N03". Las células 

vegetales requieren un pH ácido para absorber el ión nitrato, dicha absorción hace que el medio 

de cultivo se tome más básico lo cual permite la absorción del ión amonio. La absorción de 

este último Ión produce la excreción de H• al medio haciéndolo nuevamente más ácido, por lo 

cual es importante la adición del ión amonio junto con el nitrato (George y Shenington, 1984). 

Pequei!as cantidades del ión amonio son esenciales para el buen crecimiento del cuHJvo 

(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 ión (Bayley et al.,1972 a). Por otro lado, se demostró que este ión produce baja frecuencia 

de división celular de protoplastos de papa (Shepard y Totten, 1977), de Salpig/ossis (Boyes et 

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

Los niveles de fósforo varian según el sistema utilizado, para el crecimiento de tejido de médula 

de tabaco, valores mayores de 2 mM son inhibitorios (Murashige y Skoog, 1962). Para 

Haplopappus gracilis, una concentración de 1.25 es subóplima; sin embargo, cuando se duplica 

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

El azufre es administrado en el medio de cultivo en forma de sales (S04-) o como los 

aminoácidos, L-cisteina, L-metionina y Glutamina. Estos aminoácidos son absorbidos 

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 embrtogénesls en suspensiones de zanahoria (Brown et al., 1978). 
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MICRONUTRIENTES 

Los mlcronutrientes 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 

proteínas de células vegetales de importancia metabólica y fisiológica. 

La deficiencia de Hierro reduce el crecimiento de suspensiones de arroz más sensiblemente que 

cualquier otro ión. La carencia de Zn ... Cu .. , e•·, Mn .. y Mo también tiene un efecto inhibitorio 

que es más pronunciado con Zn .. y poco detectable con Mo (Ohira et al., 1975). Sin embargo, 

Murashige y Skoog (1962) no observaron ninguna diferencia en crecimiento de tejido de tabaco 

en concentraciones variantes de Mo. A pH alto el Hierro se precipita lo cual reduce su 

disponibilidad, por ello es adicionado en fomia quelada (Murashige y Skoog, 1962; Vasil y 

Hildebrand1, 1966 tomado de George y Sherrington, 1984). Muchos medios contienen alrededor 

de 0.1 mM de Fe. Murashlge y Skoog (1962) Incluyen 0.1 mM de FeSo4 y 0.11 mM de Na2 

EDTA por litro de medio. El exceso de EOTA presente puede quelar otros metales en el medio 

(Slngh 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 metálico en el complejo vitamina 8 12; dicha vitamina 

es esencial en la fijación del nitrógeno (Kite. 1987). 

Cabe senalar que los medios de cultivo conocidos difieren entre si por las cantidades y fuentes 

de Iones; por ejemplo, el Medio MS desarrollado por Murashlge y Skoog 1962 para tabaco, que 

contiene 40 mM de Nitrógeno como NOi y 20 mM como NH4 •. Dicho medio revisado dió un 

incremento en peso seco de callo de 167% més que el medio de Hildert>rand1 et al. (1946) en el 

tabaco. Lin y Staba (1961), Chaturvedi et al. (1978) (lomados de George y Sherrington, 1984) 

entre otros autores se han basado en el medio MS para fomiular sus medios. Shenk y 

Hlldebrand1 (1972) definieron el medio SH para la Inducción y cultivo de callo tanto para plantas 
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monocotlledóneas como para dicotiledóneas, este medio presenta una concentración Jónica 

similar a 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 así como 

decremento en el crecimiento del culüvo. El medio No descrito por Chu et al en el ano 1975 y 

desarrollado para estudio comparativo de cultivo de anteras de varias especies vegetales, 

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

COMPUESTOS ORGÁNICOS 

VITAMINAS Y SUPLEMENTOS INDEFINIDOS. 

Las vitaminas son sustancias orgánicas necesarias en células vegetales que tienen una función 

catalítica esencial en el metabolismo. 

Las vitaminas más utilizadas en los medios de cultivo vegetales son la !lamina (81), el ácido 

nicotinico (niacina o 83), la plridoxlna (86), la rivoftavina (82), el ácido fólico (89) y biotina (88). 

El mio-inositol, azúcar alcohol, estimula el crecimiento y morfogénesis vegetal. por lo que en 

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

AMINOÁCIDOS 

Los aminoácidos proveen a las células vegetales de una fuente disponible de nitrógeno. Asl 

mismo, promueven la embriogénesis somática de diversas especies como zanahoria (Halperin y 

Wetherell, 1965; Wetherell y Dougall, 1976 tomado de George y Sherringtong; Kamada y 

Harada, 1979), Alfalfa (Walker y Sato, 1981 tomado de George y Sherringtong, 1984; Stuar y 

Strickland, 1984), Atropa be//aclonna ( Thomas y Street, 1970), y Digita/is /anata (Kuberski et al., 

16 



1984). Sin embargo, algunos aminoácidos en especial los aromáticos (la fenilalanina, el 

triptofano y la liroslna), pueden inhibir el crecimiento (Filner. 1966; Gamborg et al., 1968), por 

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

La L-prolina es un aminoácido 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 aminoácido a su medio SH para segmentos de hojas. La L-prolina 

estimula la embriogénesis somática sólo en mafz, (Annstrong y Green, 1985), o en combinación 

con serina en cultivos en suspensión de Dactylis glomerata (Triglano y Conger 1987). Otros 

aminoácidos importantes son la asparagina, la glicina y la serina que promueven igualmente 

embriogénesis somática en un sistema de mafz (George y Sherrington, 1984). 

REGULADORES DE CRECIMIENTO. 

Las sustancias de crecimiento vegetal u hormonas vegetales son compuestos orgánicos que se 

sintetizan dentro de los tejidos vegetales, presentan un papel regulatorio en el crecimiento y 

desarrollo vegetal y son activos a bajas concentraciones. En la adualidad existen sustancias 

sintetizadas por el hombre, que al ser aplicadas a las plantas o a tejidos vegetales provocan 

respuestas similares a las hormonas 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 auxlnas son sustancias que ejercen un erecto fisiológico similar al del AIA, la primera auxina 

descubierta. Pueden ser clasificadas como compuestos indóllcos, los fenoxiácidos, los ácidos 

naftalenacéticos o ácidos benzólcos (Moore y Thomas, 1989). 
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Las auxinas naturales son producidas en zonas meristeméticas de tallos y transportadas hacia 

abajo en el tallo a otras partes de la planta. La concentración de auxina difiere de planta a 

planta, en los diferentes tejidos, la estación del ano y en la etapa de crecimiento de la planta. Se 

han encontrado ampliamente distribuidas en plantas con y sin semilla asl como en bacterias, 

hongos y algas. (Moore y Thomas, 1989) 

Estos compuestos están implicados en procesos fisiológicos tales como la elongación celular, 

geotropismo, fototropismo, dominancia apical, iniciación de ralz, desarrollo de frutos, puede 

inhibir o promover (vla estimulación de etileno) abscisión de hojas y frutos, partenocarpla y 

expresión del sexo y en altas concentraciones estimula la producción de etileno. (Moore y 

Thomas, 1989) 

En cultivo de tejido vegetal, promueve el crecimiento de callo, de células en suspensión y 

órganos (tales como meristemos de tallos o ralees). En combinación con cltocinlnas, estimula 

diferenciación de floema y xilema: asl mismo, induce la formación de ralz en cortes de tallo y 

desarrollo de ralees laterales (Oavies, 1995; Salisbury y Ross, 1992). 

El 2,4-0, auxina sintética, es un iniciador o inductor de la división celular, mediante la activación 

de un sistema de cascada de senales, el cual involucra la unión del ligando (el 2,4-0) a 

receptores en plasmalema, rellculo endoplásmico y tonoplasto: segundos mensajeros como son 

fosfatidll inositol 4,5-bifosfato, Ca2 • y AMPc: e integrantes de la cadena de transducción de 

senales entre ellos proteínas G, fosfolipasa c. proteln clnasa y ciclinas, que da lugar a que la 

célula reprograme su expresión génica asl como que reorganice la estructura de su 

citoesqueleto (Ormrod y Francis, 1993). 

El 2,4-0 ha sido ampliamente utilizado en cultivo de tejidos de Gramlneas en la indueclón de 

cano utilizando embriones inmaduros de Triticum aestivum, L (Flona et al., 1990), en segmentos 

de tallo y hoja (Green et al., 1974), embrión inmaduro y plántulas para formación de callo de 
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sorgo (Brar et al., 1979) para callo de maiz originado de embrión maduro así como de secciones 

de tallo de plántulas (Sheridan, 1977). 

• Citocininas. 

El término citocinina fue propuesto por Skoog y colaboradores y define a un grupo de 

compuestos que promueven Ja citocinesis en las células vegetales y producen efectos similares 

a aquellos producidos por la cinetina (Moore, 1989). Son compuestos con una estructura 

parecida a Ja base adenina. En Ja actualidad seº han identificado alrededor de 200 tipos de 

citocininas; entre las naturales se encuentra Ja zeatina 6-(4-hidroxy-3-metil-tans-2-butenil­

amino(purina), Ja cual fue aislada de granos de malz inmaduros y las sintéticas como es la 

Cinetlna (6-furfurilaminopurina). 

Las citocininas naturales se encuentran en altas concentraciones en reglones meristemáticas y 

tejido en crecimiento y división como son raíces, hojas jóvenes, frutos en desarrollo y semillas. 

Están ampliamente distribuidas en plantas superiores, musgos, hongos, bacterias y en muchos 

procariontes (Salisbury y Ross, 1992). 

La manifestación fisiológica producida por la planta en respuesta a Ja aplicación de las 

citocininas depende tanto de la especie como del tipo de citocinina aplicada (Davies, 1995; 

Sallsbury y Ross, 1992). Entre los efectos que produce dicha aplicación In vivo se encuentran et 

aumento de la apertura estomática y se fomenta la Inducción de morfogénesis de cJoropJastos. 

otros efectos son división celular y formación de órganos, germinación de semillas, alargamiento 

de células y órganos, iniciación y crecimiento de raíz, desarrollo de yemas y tallos, retardo de Ja 

senescencia y promoción de Ja translocación de nutrientes y sustancias orgánicas. En cultivo de 

tejido in vitro las citocininas estimulan Ja división y expansión celular, Ja morfogénesis, así como 

el crecimiento de yemas (George y Shenington, 1984). 
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TIPOS DE CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES 

CULTIVO DE CALLO 

El tejido callogénico (callo) se define como una masa amorfa de tejidos deSdiferenciados, de 

morfología y coloración variable (Hurtado y Merino, 1988). Se caracteriza por tener proliferación 

continua acelerada y carente de organización, así 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 (rhorpe y Brown, 1978 tomado de George y 

Sherringtong, 1984; Brown, 1990). 

El callo ha sido utilizado ampliamente como un modelo biológico en investigación en fisiología 

celular (Savldege, 1983), estudios de organogénesis (Dixon, 1985; George y Sherrington, 1984), 

embriogénesls (rumham y Northcote, 1982), y genética entre otros (Aschmore y Gould, 1981). 

El callo puede ser obtenido de cambium, cortex, médula, floema secundario y aún xilema. La 

inducción y proliferación tienen lugar en presencia de auxinas fuertes tales como el ANA, 2,4-D, 

Dicamba, etc., así como con una citocinlna en menor proporción que estimule la división celular. 

La inducción tarda de 3 a 8 semanas para dar lugar a la formación de callo, momento en el cual 

éste será subcultivado, transfiriendo pequei'ias 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 experimentación (Dlxon, 1985). 

Las condiciones de Incubación para los cultivos de callos son 2s• e de temperatura y baja 

intensidad lumínica (Dlxon, 1985). 
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La cinética de crecimiento de Jos cultivos de callos es cuantificada mediante el incremento de 

peso fresco y seco aunque existen otms parémetms teles como númem y volumen celular y 

nitrógeno Insoluble contra el tiempo (Butcher e lngram., 1974). 

En el cultivo de callo, Ja división celular esté confinada a Ja pertfer1a del tejido (Altchlson et al., 

1977 tomado de Street, 1977). La pmliferación se localiza generalmente en nódulos o en zonas 

meristeméticas superficiales y es el resultado de Ja división periciinal. La formación de estas 

secciones proliferantes se da gracias a que conforme Ja tasa de división cae, el plano de división 

del tejido se altera dando inicio a la actividad meristemética sólo en ciertas secciones y asl 

iniciando Ja formación de nódulos (Street, 1977). 

En cultivo de callos esta fase se asocia con el cese de la división celular. La tasa de respiración 

declina y Ja síntesis de RNA y contenido y Ja actividad de enzimas daves de Ja vis de las 

pentosas fosfato decrece (Khaukin y Varakina, 1981). En muchos casos, si el medio nutritivo 

consumido no es reemplazado, puede ocurrir diferenciación celular. Esto poclrfa involucrar Ja 

actividad de regiones mer1stemáticas dentm del cuerpo del cultivo del callo, llevando a Ja 

regeneración de órganos, Jo cual esté asociado al incremento en producción de metabolitos 

secundarios. Thomas y Street (1970) encontraron morfogénesls en cultivo en suspensión de 

Atropa belladona y producción del alcaloide tmpina. Nikoleava y Vollosovich (1972), encontraron 

alcaloides por Datura spp, y alcaloides indólicos de Rauwo/fia serpentina. En algunas especies, 

Ja agregación celular decrece (Klng, 1980) acumuléndose compuestos fenólicos a un nivel 

máximo. 
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CULTIVO DE CÉLULAS EN SUSPENSIÓN 

Los cultivos en suspensión son una población casi homogénea de células que puede ser 

expuesta uniformemente a la aplicación de agentes químicos. Tales cultivos crecen bajo 

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

En general, el hecho que los cultivos en suspensión estén fonnados por conglomerados 

celulares més que de células aisladas (Sycamore spp), es una restricción en el uso de estos 

cultivos para estudios bioquímicos de diferenciación (Butcher et al., 1974). Sin embargo, los 

cultivos en suspensión han sido utilizados ampliamente en estudios bioquímicos de vías de 

metabolltos secundarios, Inducción enzimética y expresión génica, así como degradación de 

xenoblótlcos y como una fuente de material de purificación de enzimas; así mismo en la 

caracterización de mutantes. Según Dixon (1985), la falta de clorofila y carotenoides en muchos 

cultivos de células en suspensión benefician grandemente las Investigaciones que involucran el 

aislamiento de enzimas o productos secundarios. 

Nlckell (1956) tomado de George y Shenington, 1984. fue el primero que demostró la posibilidad 

de crecer células en suspensión como un cultivo de microorganismos; así mismo, aplicó las 

técnicas para el estudio de microorganismos (técnicas de fermentación microbiana, de estudios 

en cinética de crecimiento, en composición bioquimica y producción de metabolilos particulares) 

a los cultivos en suspensión utilizando como modelo células de hipocólilo de frijol Phaseo/us 

vu/garfs (Tulecke y Nickell, 1960; Tulecke y Nickell, 1959). 

En la actualidad se han desarrollado cultivos en suspensión de especies diversas tales como 

Nicotiana tabacum ( Car1son, 1970), Daucus carota (McWilliam et al, 1974), de tejido normal y 

tumoroso de Picea Glauca (Reinert, 1956 tomado de George y Sheningtong), y de tejido 

ha pi o id e de Antirrhinum majus (Melchers y Bergmann, 1959 tomado de Street, 1977) entre otros. 
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Los cultivos de células en suspensión deben estar en constante agitación para con ello 

mantener a las células distribuidas en el medio de cultivo de tal forma que todas reciban los 

nutrientes necesarios para su supervivencia, además de permitir la oxigenación del medio, asi 

como la excreción de sustancias volétiles que pueden ser tóxicas 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 lngram, 1974). 

El crecimiento de cultivos en suspensión puede ser evaluado a partir de mediciones de uno o 

varios de los siguientes parémetros: paquete del volumen celular, número 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 suspensión, obtenida a partir de estos parámetros 

es de tipo sigmoidal (Street, 1977; Hurtado y Merino, 1988). La curva presenta las siguientes 

fases (Figura 3): la primera es la fase lag o de reposo, el inóculo no presenta ninguna senal de 

división celular. ya que únicamente se esté adaptando a las nuevas condiciones de nutrición 

para posteriormente iniciar e incrementar la velocidad de división celular durante las fases 

exponencial y lineal (tasa de crecimiento con aceleración contante) y una tercera fase de 

declinación de la tasa de crecimiento que es donde los nutrientes (nitrato y O>) del medio de 

cultivo se han terminado. La duración y amplitud de la curva depende de la especie, condición 

del tejido. etc. (Hurtado y Merino, 1988). 

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 glucolltlca y via de las pentosas fosfato (Fowler, 

1971), asi como actividad de invertasa que está asociada a la sintesis de pared celular (Copping 

y Street, 1972) y un incremento en el contenido de ARN celular (Kanamori et al., 1979). La tasa 

de sintesis proteica también se incrementa durante esta fase y es debida a una más eficiente 

capacidad ribosomal (Verma y Marcus, 1974). En células de Sycamore se sintetiza nucleótidos 

libres tales como UDP-glucosa y A TP durante esta fase y es posible que sean una preparación 
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para la síntesis subsecuente d~ polisacáridos de pared ceíular y como una fUente de energía 

requerida en procesos Involucrados en división celular. La síntesis neta de nucleólidos cesa muy 

rápidamente posterior a la división (Brown y Short. 1969 tomado de Street, 1977). 

Fase Lag ! 

Fase de 
desaceleración 
progresiva 

Fase 
IOQaritmlca 

Figura 3. curva esquemética de Crecimiento de cultivos en suspensión 

Bevan y Northcote en 1981 encontraron que los subcultlvos estimulan la formación e Incremento 

de los nfveíes de polisomas, asl como Incrementan la transcripción de un pequeno grupo de 

RNAm en Phasea/us vulgaris y Glyclne max. El Incremento en RNAm para ciertas proteínas es 

dependiente de los reguladores de crecimiento 2,4-0 y ANA, en céluías subcultfvadas y 

originadas en 2,4-0 (Bevan y Northcote 1981). 

SchOder et a/., (1978), dicen que la actividad sintética de la fase íag podria estar determinada 

por la composición del medio nutritivo, pues no se encontró efecto aíguno de dilución en la tasa 

de Incorporación de precursores marcados en proteínas después de las 25 h. 

Posterior a la fase lag se identifica la etapa exponenciaí. Una vez que la división celular ha sido 

inducida, la fase exponencial procede rápidamente y si se adiciona medio fresco, podré 

continuar. El incremento en el número celular generalmente se mantiene más allá del 
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Incremento en el peso fresco, resultando en un agudo decremento en el !amello celular 

promedio. 

En cultivos en suspensión hay poca diferenciación (sea · organización celular o 

citodiferencleción) durante la fase exponencial. las células se parecen e les células 

meristemáticas de ápices de tallos. Hay evidencia que la coloración verde en células que se 

dividen rápidamente decrece. Lindsey y Yeomen, (1983) y Laetsch y Stetler (1965) demostraron 

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

En le fase tardla de la división celular, cuando las células comienzan a Incrementar su volumen, 

se presenta un pico de producción de etileno, esto se ha observado en células de Sycamore 

(Mackenzle 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 máxima densidad celular y permanecen viables pero sin división. 

La estabilidad de les células en esta fase depende de le especie y de le naturaleza del fador 

limítrofe al crecimiento (Hurtado y Merino, 1988). 

CICLO CELULAR 

Le capacidad de una célula pera producir réplicas exactas de si misma, es una caracteñstica- de 

le 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 está altamente organizado y conservado a trav6s de la evolución. 
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El concepto de ciclo celular se aplica tanto al reino animal como vegetal. Integra muchos 

eventos bioqulmlcos necesarios para la duplicación cromosómica, transmisión y separación 

celular y es un proceso cíclico en el cual, la célula parental pasa por una serie de fases de 

síntesis para que eventualmente se divida dando lugar a dos células hermanas. las cuales en 

una división mitóUca son idénticas a la célula original (Lewin, 1997). 

El ciclo celular esté conformado de dos fases funcionales y dos fases preparatorias. Las fases 

funcionales del ciclo son la copia precisa del AON, conocida como la fase S o de replicación, y la 

segregación del lotal duplicado de cromosomas entre las células hermanas en la fase M o 

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

Las células se preparan bioquímicamente para la fase s en una fase preparatoria conocida 

como G, (Gap 1) durante la cual se sintetizan ARNs y protelnas. Existen tres puntos de control 

en esta fase preparatoria, los puntos C, V y R. A partir de este último, conocido como punto de 

restricción R en células animales, o Start en levaduras, la célula evidentemente progresa hacia 

la fase S, y esté programada para concluir el ciclo completo. Este punto R sirve como referencia 

para identificar eventos que ocurren tempranamente en G1 (antes de R) y aquellos tardíos 

(después de R) (Pardee, 1989). 

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

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

Las células que no estén dividiéndose activamente, pueden tender hacia diferenciación terminal 

o detenerse en un estado no elefante conocido como G 0 • Los factores extracelulares (como 

nutrimentos) detenninan si una célula quiescente (Go) comenzaré a proliferar y también si una 

célula nonnal proliferante en G1 continua al ciclo o regresa a qulescencla (Pardee, 1989). 
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Este orden de eventos es controlado por una sene de mecanismos de control ya sea mediante 

síntesís, degradación, activación por fosforilación y desfosforilación, así como la presencia de 

ínhibidores de proteínas del ciclo celular (ciclínas y cinasas), que aseguran el orden de los 

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

La replicación segura y correcta de la secuencia de ADN es confinada a la fase específica del 

ciclo celular denominada fase S. En un ciclo celular somático tlpico, el paso a través de esta 

fase resulta en la duplicación 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 haplolde. Las hlstonas 

también son sintetizadas aquí, así que la cromatina es reensamblada en la cadena de ADN 

naciente conforme progresa la replicación (Lewin, 1997). 

Las regiones de Inicio de la replicación, denominadas replicones son unidades de DNA en los 

cuales se da lugar a un acto individual de replicación y que se enciende sólo una vez por ciclo. 

Presentan elementos de control necesarios para la replicación y tienen un origen o sitio que 

actúa en cis y afecta la molécula en la cual reside. Asimismo, reúne una maquinaria 

relativamente compleja, conjunto de enzimas y proteínas como son las polimerasas 

dependientes de templado de ADN, primasas, hellcasas, que separan las cadenas del dúplex 

ADN, proteínas de unión a cadena sencilla, así como factores de regulación que en conjunto 

trabajan en la duplicación del ADN (Lewin, 1997). 

La replicación se divide en tres fases: la primera es la fase de Iniciación donde un complejo 

enzimático reconoce el sitio de origen de la replicación; la enzima helicasa separa el dúplex de 

ADN, y proteínas se unen a la cadena sencilla proporcionando al dúplex estabilidad. La segunda 

es la fase de elongación, donde se sintetizan las cadenas líder y rezagada propiamente díchas; 

también se requieren las mismas enzimas. Y por último, la fase de terminación que es cuando 

las horquillas de replicación se encuentran (Lewin, 1997). 
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La replicación (evento semiconservativo y antiparalelo) es llevada a cabo por las enzimas 

denominadas ADN polimerasas. Son las enzimas que sintetizan le cadena complementaria del 

ADN. Catalizan la reacción de incorporación de nudeólidos mediante el ataque nucleoflllcO del 

grupo OH 3' del azúcar con el fosfato en 5' del nudeótldo trtfosfatedo entrante, liberando PPI y 

elongando la cadena en dirección 5' 3'. El plrofosfato producido es hldrolizado a fosfato 

Inorgánico llevando a la reacción hacia el alargamiento de la cadena (Lewin, 1997). 

Las células eucarióticas presentan tres tipos de polimerasas replicaüvas, las a, o y &. La 

existencia de polimerasas a en plantas ya ha sido establecida en chícharo, pero los autores 

puntualizan que es probable que sea una mezcla de complejo polimerasa-a que lee le cadena 

rezagada y polimerasa-6 que lee la cadena líder (Bryant et al .. 1992). 

En ejes embrionarios en germinación de maíz han sido separadas tres actividades de ADN 

polimeresa y han sido denominadas polimerasas 1, 2 y 3, de acuerdo a su orden de elución 

(Coeilo et al .. 1992). Todas requieren cationes bivalentes para su actividad. Las ADN 

polimerasas 1 y 2 son inhibida por N-etil maleimida y afidicollna (inhibldores de enzimas 

replicativas). Mientras que la ADN polimerasa 3 se inhibe por bajas concentraciones de ddTTP 

(un inhibldor de enzlmas tipo reparativo) (García et al., 1997). 

La ADN polimerasa 2 ha sido caractertzada como una fosfoenzlme (Coeilo y Vázquez., 1995a), 

con una procesividad de 12-22 nucleólldos por evento de unión (Coello y Vázquez., 1995b). 

Presenta una masa molecular de 450 Kda, holoenzima de 7 subunidedes de 90, 83, 70, 60, S5, 

45 y 24 Kda; es inmunoinhiblda por anticuerpos contra ADN pollmerasa a de timo de ternera y 

se cree que es une enzima tipo a ya que posee una actividad de ADN pnmasa caracterfstica de 

este tipo de enzlmas (García et al, 1997). 
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Mitosis y citocinesis (fase M del cido celular) son separadas de la replicación del ADN por la 

fase G2; La duración de cada fase depende de Ja especie, condiciones de crecimiento y 

localización dentro de la planta (Mclntosh y Koonce., 1989). 

La fase funcional denominada Mitosis, es el proceso por el cual las células eucariótlcas 

aseguran la equipartlción de sus cromosomas en la división celular. Está formada de cinco 

fases: La Profese, donde se condensan los cromosomas duplicados unidos al centrómero para 

su transporte. Se ensambla el huso mitótlco; el citoesqueleto y la envottura nudear 

desaparecen. En la Prometafase los microtúbulos cromosómicos se fijan al cinetocoro de los 

cromosomas y cada cromosoma condensado se desplaza hacia el ecuador del huso. En la 

metafase los cromosomas se alinean a lo largo de la placa metafáslca, unidos por mlcrotúbulos 

cromosómicos a ambos lados. La Anotase, es donde llene lugar la separación de las 

cromátidas hermanas, seguidas por su movimiento hacia el extremo opuesto de Ja célula. Y por 

último Telofase donde se reestructura el núdeo y se da la posterior descondensación de los 

cromosomas para restablecer la condición de Interfase para posteriormente dar lugar a dos 

núcleos intertásicos completándose los procesos de cariocinesis (Mclntosh y Koonce., 1989). 

La citocinesis, proceso en el cual se separan flsicamente las dos células hijas, comienza en 

anafase tardla-telotase inicial, con la formación de la placa celular alineada en el plano 

ecuatorial de la placa previa del anafase, llamada fragmoplasto en células vegetales. Pequefta 

vesículas originadas del RE-Golgl se mueven hacia el tragmoplasma y son el material con que 

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

Se han establecido cultivos de callos de Gramfneas a partir de diversos explantes tales como 

embriones inmaduros y segmentos de Inflorescencias y hojas Jóvenes (Conger et al., 1987; Vasll 

y Vasll, 1982; vasil y Vasil, 1985). 

Conger et al .• (1987) y Green et al (1974) obtuvieron callo originado de hojas jóvenes y de 

se=iones de pléntulas de Zea mays L. var. ' Golden Bantam', asl como de segmentos de tallo y 

hoja de pllmtules de mafz de 17 hlbridos y 23 cruzas respectivamente. 

El callo originado de monocotlledónees se he clasificado baséndose en su consistencia y 

capacidad regeneratlva en Callo Tipo 1, ha sido observado también por diversos au1ores (Lu et 

al .• 1982. 1983; Novak et al., 1983), y se caracteriza por ser compacto, nodular. organizado y 

con bajes tasas de división celular (es de rento crecimiento). Este tejido es por lo general 

embriogénico no disgregable, y ha sido utilizado para establecer cultivos de células en 

suspensión embriogénicas dispersas y totipotentes, las cuales son fuente de protoplestos 

totipotentes en Gramineae (Vasil y Vasil, 1980; Lu et al., 1981; Vasil et al, 1983; Heyser, 1984; 

Srinivasan y Vasll 1985). 

Este callo Tipo 1 en merz presenta corta vida y es dificil de mantener después de pocos 

subcuttlvos a causa de la organización masiva y embliogénesis somática (Lu et al .• 1982). srn 

embargo, en otras especies, el callo de este tipo puede ser mantenido en cultivo por largos 

periodos de tiempo, por selecclón y transferencia exclusivamente de callo embriogénico a medio 

fresco (Chandler y Vesil. 1984; Vasll y Vasll, 1985). Se ha observado que el tejido que da lugar a 

este tipo de callo es preferentemente embriones inmaduros de cultivares hlbridos y lineas 

mejoradas. 
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El Callo Tlpo 11 se caracteriza por ser suave, disgregable y es de rápido crecimiento (atta tasa de 

división celular), y ha sido descrito en maíz (Green et al, 1983 tomado de Oowney et al, 1983; 

Amstrong y Green, 1985; Vasil et al., 1984; Vasil y Vasll, 1985). Este Upo de callo presenta 

potencial embriogénico por largos periodos, comparado con el callo tipo 1 (Lu et al., 1982) y es 

obtenido ya sea directamente del escutelo del embrión inmaduro como un callo primario, o como 

sectores que ocurren espontáneamente dentro del cultivo de callos establecidos. Amstrong y 

Green (1985) encontraron que la adición de L- prol!na al medio Ne causa un incremento llneal en 

la capacidad de embriogénesis somática y la formación de Callo tipo 11 de embriones cultivados 

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

El Callo Tlpo 111 también es disgregable, rizogénico y sin potencial embriogénico; presenta 

diferenciación hacia estructuras parecidas a raíces (Vain et al, 1989). 

ANTECEDENTES DE CULTIVOS EN SUSPENSIÓN DE GRAMiNEAS 

Se han establecido cuHivos embriogénicos en suspensión en muchas especies de Angiosperma. 

Sin embargo, en gramlneas 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; Vasii y Vasil, 1979; Brar et al., 1979; Polikarpochmlna et al., 1979; Potrikus 

et al., 1979). 

Pocas veces se han podido establecer verdaderas lineas celulares en suspensión. En muchas 

ocasiones. los cuttivos consisten de meristemos de raíz que proliferan para posteriormente 

alargarse, vacuolarse y que generalmente ya no se dividen (Klng et al., 1978; King, 1980) y son 

mantenidos en suspensión por agitación rápida. Tales cultivos no pueden ser verdaderamente 
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descritos como suspensiones y no son útiles para cultivos de células, regeneración de plantas o 

el estudio de genética de células sométlcas. 

La disponibilidad de cultivo de callo embriogénico de las gramíneas ha llevado al establecimiento 

de cuttivos de células en suspensión totipotentes de muchas especies (Vasll y Vasil, 1981, 

1982; Lu y vasll, 1981; Vasll et al., 1983; Hoy Vasil, 1983). Tales suspensiones proveen un 

medio de rápida propagación clonal a gran escala pero més lmportantemente, pueden ser 

usadas efectivamente para el aislamiento de variantes (Rangan y Vasil, 1983) o líneas celulares 

mutantes, y actualmente son la única fuente de protoplastos totipotentes en las Gramlneae 

(Vasll y Vasll, 1980; Lu et al., 1981 a; Vasll et al., 1983). 

En la actualidad han sido establecidos cultivos embriogénicos en Pennisetum emericanum (Vesll 

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

Saccharum otricinarum (Ho et al .. 1983). 
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111 OBJETIVOS E HIPÓTESIS 
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OBJETIVO GENERAL: 

Optimización de cultivos de células en suspensión de maíz y su caracterización a través de 

parámetros flsicos y bioquímicos. 

OBJETIVOS PARTICULARES: 

1. Seleccionar el medio de cultivo óptimo (macronutrlentes, L-prollna) y tipo de explante 

(segmento de tallo y hoja (STH), eje embrionario maduro (EE) y embrión maduro completo 

(EC) que proporcionen callo disgregable profífero de maíz. 

2. Seleccionar cultivos en suspensión con afias tasas de crecimiento producidos a partir de los 

diferentes explantes y medios de cultivo distintos. 

3. Caracterización de cufllvos de células profiferatlvas en cuanto a: 

Parámetros Físicos 

Peso Fresco 

Peso Seco 

Parámetros Bioquímicos 

Cuantificación de Proteínas totales 

Síntesis de ADN 
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HIPÓTESIS 

H: La proliferación de las células en suspensión de maíz (Zea mays, L. raza 

Chalquer'lo) depende del tipo de explante, así como de la relación 

nitrato:amonio v la concentración de citocininas o auxinas. 

3.5 



IV MATERIALES y MÉTODOS 
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El presente trabajo se realizó en las Instalaciones del Laboratorio de Cultivos de Tejidos 

Vegetales y el Laboratorio 114 del Departamento Bioquímica, Facultad de Qulmica de la UNAM. 

Para el cumplimiento de los objetivos del presente trabajo, la parte experimental se llevó a cabo 

en tres etapas a saber: Etapa I, Establecimiento de los cultivos in vttro, Etapa 11, Establecimiento 

y evaluación del cultivo de callos y Etapa 111, Establecimiento y evaluación de cultivos de células 

en suspensión. En cada etapa se llevaron a cabo procedimientos distintos como se presentan 

en la figura 4. 

ASPECTOS GENERALES 

MATERIAL BIOLÓGICO. 

Se utilizó como material biológico embriones maduros, ejes embrionarios y segmentos de tallo y 

hoja de maíz (Zea mays, L.) raza Chalqueno (Ver figura 5 y 6). 

Las semillas fueron seleccionadas según el !amano, forma y coloración més representativo de 

cada raza, así como sin manchas que pudieran ser indicios de alguna enfenmedad, aseguran.do 

con ello material sano. 
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ETAPA l. 
ESTABLECIMIENTO DE LOS 
CULTIVOS IN VITRO 

ETAPA 11. 
ESTABLECIMIENTO Y 
EVALUACIÓN DE 
CULTIVOS DE CALLOS 

ETAPA 111. 
ESTABLECIMIENTO Y 
EVALUACIÓN DE CULTIVOS DE 
C~LULAS EN SUSPENSIÓN 

RUTA EXPERIMENTAL 

ESTERILIZACIÓN Y DISECCIÓN DE SEMILLA 

EVALUACION A TRAVES 
DE PARAMETROS FISICOS 

Y BIOOUIMICOS 

Fig. 4 Ruta experimental para la obtención de cultivos de callos y células en suspensión de mafz 
raza Chalquel'lo. 

TESISCONl 
FALLA DE OR~ 
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PREPARACIÓN DE MEDIOS DE CULTIVOS 

Los medios de cuHivo 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 N,,; el medio SH de Schenk y Hildert>randt (1972) y el 

medio R 2 , el cual estuvo compuesto con las sales del MS modificado por contener los nitratos a 

la mitad. Para la germinación de semillas se utilizó el medio MS y para la generación de callo se 

probaron las sales Inorgánicas del Ne. MS, SH y R2• En los cultivos de células en suspensión se 

utilizaron Ne y R2• En la Etapa 11 se especifican las variaciones probadas asi como la 

nomenelatura utilizada para los diversos medios. 

Los medios de cuttivo fueron complementados con 3% de sacarosa, así como distintas 

concentraciones del aminoácido L- prolina y reguladores de crecimiento como se especificará en 

cada etapa. 

Todos los medios se ajustaron a pH 5.7 con NaOH 1 N y HCL 1 N. Se utilizó como agente 

gelificante Gellan al 0.25%. Los medios de cultivo se vertieron en tubos de ensaye de 15 x 2.5 

cm, en cajas de petri de 1 O x 5 cm o en frascos de alimento infantil con 15 ó 20 mi según el caso 

y se esterilizaron a 1.2 mm Hg/cm2 de presión y a una temperatura de 121•c durante 18 

minutos. 

Tanto el proceso de esterilización y disección de embriones asi como de siembra de callos y 

suspensiones se llevó a cabo bajo condiciones de acepsia total en una campana de flujo 

laminar. 

Todo el matertal utilizado fue esterilizado en autoclave vertical a 1.2 mm Hg/cm2 de presión y a 

una temperatura de 121•c durante 30 minutos. 
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INCUBACIÓN DE CULTIVOS IN l/TTRO. 

Los cultivos tanto para germinación como de callos y células en suspensión se mantuvieron bajo 

condiciones de temperatura y fotoperiodo controlados. Para su germinación las semillas se 

Incubaron en un cuarto de ambiente controlado a 25 :1: 2 •e de temperatura y fotoperiodo de 16 

h luz y 8 oscuridad uülizéndose tubos de luz fria con 29 µem. s2 de intensidad lumínica. Los 

cultivos de callo se mantuvieron a la misma temperatura pero en oscuridad y las células en 

suspensión se cultivaron en un lncubador a 25 ºC en oscuridad y con agitación de 100 r.p.m. 

ETAPA ESTABLECIMIENTO DEL CULTIVO. 

MÉTODOS DE ESTERILIZACIÓN 

El uso de los agentes desinfectantes tales como alcohol, hipodorito de sodio y Tween 20 para la 

desinfección de las semillas han sido utilizados ampliamente en los procesos de esterilización 

superficial de este explante, asl como de material crecido in vivo. La concentración de dichos 

desinfectantes, as( como el üempo de exposición del explante a dichos compuestos, estén en 

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

Ya seleccionadas las semillas, se les eliminó la porción que los une al olote (hilio), después en la 

campana de flujo laminar se desinfectaron duran1e un minuto en alcohol al 70%, posteriormente 

se transfirieron a una solución de hlpodori1o de sodio comercial (Cloralex ®) al 50 % (VN) més 

6.8 mi de solución coloidal de plata (Mlcrodlne ®) y 3 mi de surfactante (Tween 20) por lltro, de 

donde permanecieron en agitación constante, duran1e 20 minutos. Finalmente se pasaron a una 

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



Después de cada tratamiento las semillas se enjuagaron tres veces con agua desionlzada estéril 

y se colocaron en cajas petri conteniendo una cama de papel absorbente y agua estéril, se 

incubaron a 4ºC de temperatura durante 48 horas en oscuridad. 

TIPOS DE EXPLANTE 

En cuanto a la obtención de los distintos explantes, se siguió el método establecido de Méndez 

(1998) para embrión maduro y eje embrionario; para la obtención de segmentos de tallo y hoja 

(STH) se siguió el método d1ado por Conger et al, (1987); se modificó en algunas secciones 

como es en el hecho de utilizar plántulas de maíz crecidas in vitro, ya que esto minimiza la 

contaminación producida por los explantes obtenidos de plántulas gennlnadas en invernadero. 

A partir de las semillas y plántulas se obtuvieron tres tipos de explantes: Embrión Completo 

(EC}. eje embrionario (EE) y segmentos de tallo y hoja (STH} (Figura 5 y 8). Los embriones 

fueron disectados de dos fonnas según la finalidad: la primera. para la obtención de plántulas y 

callo de embrión completo (EC}, y la segunda para la obtención de ejes embrionarios. En el 

primer caso, los embriones fueron disectados eliminando el endospenno harinoso y la cubierta 

de la semilla; para el segundo, la disección de ejes embrionarios (EE}, se logró siguiendo el 

procedimiento anterior pero, además, se eliminó cuidadosamente el escutelo, evitando danar el 

eje, como se muestra en la Figura 8. 

DISCOS DE TALLO Y HOJA (STH}: 

OBTENCIÓN DE PLÁNTULAS. Los embriones fueron sembrados verticalmente, introduciendo fa 

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

conteniendo 10 mi de medio MS (Sales minerales y vitaminas}. 
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Figura 5.- Protocolo para la obtención de callo originado de segmentos de tallo y hoja (STH) 
de malz raza Chalqueno. A) Semilla de maíz previamente esterilizada, B) Siembra 
de la misma en medio de cultivo correspondiente, C) Desarrollo de la plántula de 
maíz in vitro, D) Selección de plántulas de 15 centímetros de largo, con 5 - 7 
fitómeros, E) Disección 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. 

.------------
'fEc1-r• C;Q1\T 
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FALLA DE ORIGEN 
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rr 
Eje embrionario 

B) 

r 
Escutelo Eje embrionario 

Figura 6.- Disección de Embrión maduro completo (EC) y Eje embrionario. A) Cortes en la 
semilla de malz, 8) Embrión Maduro Completo, compuesto de escutelo y eje 
embrionario, C) Eje embrionario. Eliminación del Escutelo. 
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OBTENCIÓN DE DISCOS DE TALLO Y HOJA. Lotes de plántulas de 15 dfas de genninación, 

de tamano representativo tueron seleccionados para dlsectar segmentos transversales de 1 mm 

de grosor de tallo y hoja de la sección superior del primer entrenudo. Diez a doce segmentos del 

mismo individuo fueron sembrados siguiendo su polaridad en caja pefri 1 O x 5 an con 8 mi del 

medio. 

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

medio, colocando el eje en contacto con el medio (Figura 6). 

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

frascos conteniendo 20 mi del medio (Figura 6). 

ETAPA 11 INDUCCION, PROLIFERACIÓN Y MANTENIMIENTO 

DE CALLO. 

En esta etapa se probaron distintas formulaciones ya que en gramlneas se han establecido 

cultivos tanto de callos como células en suspensión a partir de distintos medios, tal es el caso 

del medio N 6 utilizado por Amstrong y Green en 1985 para embriones inmaduros de mafz, asl 

como de protoplastos propuesto por Prfoll y SOndahl en 1989. El medio SH se ha utilizado 

exdusivamente en el cultivo de segmentos de hojas (Conger et al., 1987). El medio MS ha sido 

utilizado ampliamente para embriones y plántulas de varias lineas de sorgo, asl como para 

cultivo de suspensiones de mafz (Brar et al., 1979), y de trigo (Flona et al., 1990). Asf mismo la 

generación de callos se ha realizado con distintos explantes y en distintas lineas o hlbrfdos; es 

por ello que para el caso de la raza Chalquello fue necesario determinar el medio de cultivo, el 

explante y la cantidad de L-prolina, auxina y citocinfnas para la obtención de callos y células en 

suspensión prolfferas. 



MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN INDUCCIÓN Y PROLIFERACIÓN 

-Los medios utilizados en la inducción y proliferación de callo se observan en el cuadro 1. Los 

medios de inducción corresponden a los C1, C2, C3, C4 y C5-0 y los de proliferación a C5 y C6. 

Los. 'T'édios de Inducción contenlan 6 mg · L"' de 2,4-D mientras que a los de proliferación se le 

adicionó 3 mg · L"1; a estos últimos se les agregó 0.2 mg · Lº1 de la citocinina BAP. 

Todo~_- los-mepios se complementaron con 200 mg·L"1 de caseína hidrolizada, coctel 20 (una 

combinación de vitaminas y aminoácidos) (Apéndice 1), 30 g · L"' de Sacarosa, 10 mg · L"' de 

adenina sulfatada y una mezcla de antioxidante formada de ácido ascórbico y ácido cltrico, 

ambos _a una concentración de 0.001 mg · L"1
, as! como distintas concentraciones de 

L-Prolina como se muestra en el cuadro 1. 

Cuadro 1.- Constitución de los medios de cultivo probados para la inducción y proliferación de 
Callo. 

··~·~~~·,;;l!~!~"f ~f E :c::wo•R:F•RA:N 
(.·.:·- ~~H- :\- _. _, -·-,_. : ;·: ·1·.<--: -.- __ .,~-:· ~- ~ -

-~ 2 R~ .. , , __ .. _-_.: .... '.,-·· .;._. -.. ·• :- . - --. - .. -::_ ... ··-- -· .... -._·-.· -
" 3 MS. .._ 

4 Ns ··-
Otros 

L-Prollna(mM) 
¡--0 ____ 5 ___ _ 

20 20 20 

1 SH Sales Inorgánicas del Medio Hlldebrandl y Schenk (1972) 
2 R2 La concentración de los Nitratos del medio MS a la Mitad. 
3 MS Sales Inorgánicas del medio Murashige y Skoog (1962) 
• No Sales inorgánicas de Chu et al., 1975. 
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INDUCCIÓN 

ENSAYO 1 

Efecto del amino6cido L-Prolina en la inducción de cultivo callogénico de 

STH de malz (Z- mays, L. Raza Chalquefto) 

Para probar sólo la cantidad de L prolina se realizó un ensayo en STH. Se indujeron cultivos de 

callo a partir de tres medios distintos, C1, C2 y CS-0. Los cultivos se evaluaron cualitativamente 

a través de la presencia o ausencia de callo generado a partir de explantes de STH de plántulas. 

Dichas evaluaciones se llevaron al cabo de los 18 dlas después de la siembra. El número de 

repeticiones varió, el tratamiento C1 presentó seis repeticiones, el C2 ocho y el CS-0 diez. 

ENSAYO 2 

Efecto de la relación nitrato: amonio en la inducción de callo originado a 

partir de STH y EE. 

El callo U1ilizado en este experimento se obtuvo a partir de STH asl como del que se generó de 

EE. Todo el tejido callogénico presentó 18 días de indueción en el medio de cultivo 

correspondiente. Se limpió eliminando el tejido madre, y se pesaron 0.5 gr para cada repetición 

de cada medio, los cuales se cultivaron durante 7 días registrándose su peso final. 

Los explantes originados de STH fueron sembrados en los medios C3, C4 y CS-0; mientras que 

los explantes EE exclusivamente en CS-0 (Cuadro 1). 



PROLIFERACIÓN Y MANTENIMIENTO 

Los callos fueron subcultivados cada 15 dlas en el mismo medio, exceptuando Jos producidos de 

STH que fueron subcultivados semanalmente, o cuando lo requerlan. 

ENSAY03 

Evaluación de la etapa proliferativa en dos fónnulas de sales minerales en 

la proliferación de callo producido a partir de STH. 

Se evaluó la etapa proliferativa en el tejido callogénlco originado a partir de STH obtenido en el 

ensayo anterior; en el medio de cultivo CS, y fue utilizado como testigo ya que se ha utilizado 

con anterioridad en este laboratorio (Méndez, 1998). 

ETAPA 111 ESTABLECIMIENTO Y EVALUACIÓN DE 
CULTIVOS DE CÉLULAS EN SUSPENSIÓN 

INICIACIÓN Y MANTENIMIENTO 

ESTABLECIMIENTO DE CULTIVOS EN SUSPENSIÓN 

Los medios de cultivo utilizados en esta etapa se identifican con Ja letra S de suspensión, siendo 

el número un indicador de la composición; algunos mantienen su composición tal como fueron 

utilizados en Ja etapa de cultivo de callos por lo que se pone el mismo número sólo que 

cambiaron por no tener agente solidiflcante, otros cambiaron en sus niveles hormonales, por lo 

que cambia también el número. 
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Los cultivos madre de células en suspensión se establecieron mediante la inoculación de 2 g de 

callo disgregable en 30 mi de medio en matraces de 125 mi (cultlvo madre). El tejido madre se 

eliminó por filtración después de 8 días. Los subcultivos se efectuaron cada 4 días. inoculando 

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

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

contenido de proteinas totales, según el caso (Anexo 11), con repeticiones que varfan en número. 

CONDICIONES DE CUL nvo 

Todos los cultivos en suspensión se mantuvieron en agitación constante de 100 r.p.m. bajo 

condiciones de oscuridad y a una temperatura de 25±2ºC. 

MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS EN SUSPENSIONES. 

Los medios de cuttivo utilizados en inducción y proliferación de cultlvos de células en suspensión 

se muestran en el Cuadro 2. Ambos medios estuvieron suplementados con vitaminas y 

aminoácidos (Anexo 1) asl como 200 mg · L"1 de caseina hidrolizada, 20 mg L"' de sacarosa y 

20 mM de L-Prolina, probándose varias concentraciones de BAP. Se utilizó e mg · L"1 de 2,4-0 

para la inducción y 3 mg • L"' para la proliferación. 
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Cuadro 2.- Constitución de los medios de cultivo probados para la inducción y proliferación de 
cultivos de células en suspensión. 

ENSAY04 

Selección del medio de cultivo y tipo de explante para la obtención de 

cultivos en suspensión con mejores tasas de crecimiento. 

Se establecieron y compararon cultivos en suspensión originados de callo producido a partir de 

tres explantes (EE, EC y STH) de maíz de la raza Chalqueilo, sembrados en medios SS y S6. 

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

ENSAYO 5 

Selección de la concentración óptima de Bencil amino purina (BAP) para 

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

Las suspensiones de células se establecieron a partir de callo producido de STH de maíz 

probándose cinco concentraciones de BAP (Medio S7, se. S9, SS y S10 con o. 0.01, 0.1, 0.2 y 1 

mg · L-' de BAP) (Cuadro 2). Se evaluó el peso fresco (PF), con tres repeticiones por muestra. 
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ENSAYO& 

Selección de la concentración óptima de la auxina 2,4 - D para cultivos en 

suspensión de segmentos de tallo y hoja (STH). 

Se establecieron y compararon cultivos en suspensión originados de callo producido a partir de 

STH en tres concentraciones de Ja auxina 2,4-D, 3, 4.5 y 6 mg · L"', dichos tratamientos son SS, 

511 y 512 (Cuadro 3). En esta etapa se compararon diversos parámetros de crecimiento como 

son peso fresco y peso seco (Anexo 11). Los parámetros evaluados en este ensayo fueron: peso 

fresco (PF) y peso seco (PS) con tres repeticiones para cada medio, y se analizaron curvas 

correspondientes a Ja tasa peso fresco/peso seco (PF/PS). 

Cuadro 3.- Constitución de los medios de cultivo probados en etapa proliferativa de cultivos 
de células en suspensión con diferentes niveles de auxlna. 
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ENSAY07 

Evaluación del crecimiento de células en suspensión de maJz a 

través de la incorporación de timidina tritiada. 

El objetivo de este ensayo es observar si existe síntesis de ADN dentro de nuestra población 

celular. proceso importante que seilela la fase s del ciclo celular, y que indicará que nuestra 

población se encuentra en división o proliferación. Esto se evaluó mediante la técnica de 

incorporación de Timidlna tritiada (Metil-3 H) (3 µCI mi · L"1
) al ADN celular (Aheme, 1977; 

Tochiyuki Nagata, 1993 tomado de Ormrod y Francis, 1993). El nucleósido limidina presenta la 

función exclusiva de ser bloque en la construcción del AON, de ser convertido rápidamente a 

nueleótido para su posterior incorporación en el ADN, así como del heeho que la célula vegetal 

no presenta barrera hacia la entrada de dicho nueleósido. 

Se evaluó la Incorporación de Timidina tritiada (3 µCi m1:1
) al DNA celular, así como su 

posterior inhibición mediante la adición del bloqueador de la Incorporación, la afidicolina. Se 

utilizaron altas concentraciones celulares en los cultivos (25 x 1 O 3 células por mililitro). 

Asimismo, se evaluó la curva correspondiente al parámetro de crecimiento contenido de 

proteínas. 

La finalidad de adicionar el inhibidor afidicolina, compuesto antibiótico diterpenoide tetracíclico 

obtenido a partir del hongo Cepha/osporium aphldicola, fue de corroborar que la incorporación 

del nueleósido tritlado se estuviera adicionando a la cadena nudeotidica, ya que este compuesto 

permite el bloqueo del ciclo celular de las células vegetales (Sala et al., 1982; Spadari et al., 

1982) en la intersección de las fases G1-S sin desbalancear otros aspectos del metabolismo 

celular lo que darla como resultado un abatimiento de dicha Incorporación. 
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Dicho compuesto Inhibe a las AON polimerasas tipo B (Wlight y Brown, 1990 tomado de 

Campbel, 1991), nucleares repllcativas (pollmerasas a y 6 de levaduras y animales, polimerasas 

virales y una polimerasa parecida a la a en plantas (Lul et al., 1983); no afecta a las ADN 

polimerasas no replicativas de eucariotes, mitocondrias y sintesls de AON plastidico, 

(polimerasas tipo J3 ó y ); ni a las ADN polimerasas de bacterias y bacteriofagos de B. subtilis y 

otros fagos (Spadari et al., 1982). 

El mecanismo de acción de la afidlcolina es similar al utilizado por la arilhidrazinopiridinas y 

bu1jlfenilpurinas (Shealf et al., 1991 tomado de Campbel, 1991). Las moléculas lnhlbidoras se 

unen simuttáneamente al sitio de unión de dNTP de su enzima blanco y a un apropiado residuo 

del templado primer, creando un complejo temario análogo. 

Este compuesto es un fuerte competidor de la incorporación de dCMP, menos de dTMP y 

muestra poca ó ninguna competencia con dAMP y dGMP (Chang et al., 1981 ). Según Sheaff et 

al., (1991) compite con cada uno de los cuatro dNTPs, pero es més potente cuando compite con 

dCTP. Las bases moleculares de la capacidad de la afidicollna para mimetizar dCTP no han 

sido establecidas. 

Este experimento consistió de cuatro tratamientos (Cuadro 4); el tratamiento T1 fue el testigo de 

Incorporación; a los tratamientos T3 y T4 se les adicionó el lnhibidor Afidicolina pero a 

diferente tiempo, al primero (T3) al tiempo O y al T4 36 horas después. Ya que la alldlcollna· es 

disuelta en OMSO, se adicionó un control el cual corroborara que dicha sustancia no afecta el 

crecimiento del cuHlvo (tratamiento T2). 
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Asl mismo, paralelamente a Ja evaluación de Ja~ Incorporación de Ja timidina, se tomó 200µ1 de 

muestra para determinar contenido de proteínas. 

Los matraces fueron inoculados con 25 x 10 3 células por mililitro de células en suspensión de 

STH de malz y se les incorporó 3 µCilml de Timidina. Las muestras fueron tomadas a intervalos 

de 6 ó 12 horas y por duplicado. 

Cuadro 4. Tratamientos utilizados en la sección de incorporación de Timidina trillada en 
cultivos de células en suspenslOn. 

Este ensayo se realizó siguiendo ros pasos que a continuación se describen. 

INCORPORACIÓN DE TIMIDINA (METIL-3 H): Se adiciono 3 µCilml de Timidina a matraces de 

cultivos en suspensión. Se tomaron muestras de 2 mi del cultivo a intervalos de 12 horas. Las 

muestras se centrifugaron a 4000 r.p.m., posteriormente se eliminó el sobrenadante y al paquete 

celular se le adicionó 1 mi de buffer Tris HCI, se agitó en un vórtex durante 1 O segundos, o hasta 
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que el paquete celular se incorporara al buffer. Se repitieron estos dos últimos pasos dos veces 

más. Las muestras fueron homogeneizadas en un politrón marca PCU-2 durante 3 minutos. 

De cada muestra se tomó un alícuota de 200 µI del homogenado "y se guardó en un tubo 

eppendorf a 2º e para la cuantificación de proteinas (Anexo 11), proceso que se llevarla al cabo 

al concluir el muestreo. 

Posterionnente se adicionó 2 mi de TCA al 10% y se colocó la muestra en hielo. Después las 

muestras se filtraron al vacfo en filtros de fibra de vidrio Whatrnan GF/C y se tomó lectura de la 

incorporación de cuentas por minuto en un contador de centelleo (Beckman IS6000IC) durante 1 

minuto; las muestras se tomaron por duplicado. 

INHIBICIÓN DE INCORPORACIÓN DE TIMIDINA: Se probó una concentración de afidlcolina de 

1 O µM en cultivos de células en suspensiones originados a partir de STH en medio base SS con 

0.2 mg. Lº1 de BAP y 3 mg Lº1 de 2,4-0. 

Se probó la actJvidad de la afidicolina sobre la enzima polimerasa, obtenida de ejes embrionarios 

en genninación de maiz de la misma raza (Coello et al. 1992). 

La función inhibitoria de la afidicolina fue ensayada en 50 µI de la siguiente mezcla de reacción: 

40 mM Tris-HCI a un pH 7.6, 16 mM KCI, 6 mM MgCI,, 0.1 mM de cada uno de los dNTPs, 4 % 

glicerol, 0.4 mM 2-Mercaptoetanol, 1 O µgr de DNA activado de timo de ternera y 2.5 µI de la 

fracción 11 de polimerasa de maiz, y 5 µCi de (Metil-3H)TTP. La incubación se llevó a cabo 

durante 15 minutos a una temperatura de 37ºC. La reacción fue detenida por adición de 1 mi de 

TCA al 10%. Estas muestras fueron colocadas en hielo duran1e 15 minutos. Posterionnente se 

filtró y la incorporación se midió en un contador de centelleo. 

54 

1 



V RESULTADOS 

y 

DISCUSIÓN 

55 



ETAPA ESTABLECIMIENTO DEL CUL TNO IN VITRO. 

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

embriones y pléntulas libres de patógenos. 

ETAPA 11 

ENSAY01 

INDUCCION, PROLIFERACIÓN Y MANTENIMIENTO 
DE CALLO. 

Efecto del aminoácido L-Prollna en la Inducción de cultivo callogénlco de 

STH de maíz (Zea mays, L. Raza Chalqueflo) 

Se evaluó a los 18 días la inducción de cano, a través del número de explantes con presencia o 

ausencia de callo generado a partir de STH de pléntulas en los medíos C1, C2 y CS-0 a los 18 

días de cultivo como se mencionó en materiales y métodos. Cabe sellalar que tanto el medio C1 

como el C2 estuvieron constituidos por la misma formulación de sales mrnerales pero se 

diferenciaron por la presencia o ausencia de L- Prollna; el medio es.o tuvo una formulación 

diferente y una concentración mayor de prolina. 

Los resultados obtenidos en este ensayo se exponen en la figura 7, en donde se observa que el 

medio es-o presentó un porcentaje mayor de explantes con canos; en el medio C1, el cual fue 

el único que no tuvo prollna, se advirtió una respuesta nula a la foimación de callo. 
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A pesar de que Jos medios C1 y C2 presentan Ja misma fonnulación de sales minerales, es 

evidente que Ja presencia del aminoácido L-prolina es fundamental en la iniciación del callo ya 

que el medio que no Jo tiene, no Jo genera, produciendo oxidación en Jos explantes. Se ha 

encontrado que la L-prolina es esencial para el crecimiento de callo, por ejemplo en el cultivo de 

embriones inmaduros de Ja línea hlbrida A188 (Zea mays,L.) (Amstrong y Green, 1985), y de 

anteras de trigo y callo de alfalfa (Sozinov et al., 1981; Stuart y Stñcland, 1984). Britikov et al., 

(1970) senalan que Ja prolina es una fuente importante de nitrógeno en el metabolismo vegetal, 

mientras que Stewart et al., (1966) mencionan que este aminoácido actúa como una fuente de 

energla. 

Con respecto a los resultados obtenidos de Jos medios C2 y CS-0 se observa que el primero 

presenta un 15% menos explantes con callo. Es probable que esta respuesta sea debida a la 

concentración del aminoácido, sin embargo, no es posible concluir tal efecto ya que tanto Ja 

concentración de la L-prolina, como la fonnulación de sales minerales son diferentes. 

lilillC1 DC2 D CS-0 

Figura 7.- Porcentaje de Explantes obtenidos a partir de STH obtenidos de plántulas de malz 
(Zea mays, L., Raza Chalqueilo) que fueron inducidos a formar callo en Jos medios 
de cultivo C1, C2 (sales minerales SH) y CS-O(Sales minerales N6). 
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ENSAY02 

Efecto de la relación nitrato: amonio en la inducción de callo originado 

a partir de STH y EE. 

Debido a que en el ensayo anterior se detennlnó que es probable que Jos macro nutrientes 

participen en gran medida en el crecimiento del cultivo, en este expertmento se buscó 

determinar la mejor relación de los iones principales como son el nitrato y el amonio ya que la 

cantidad relativa de ambos Iones puede ser critica para el crecimiento y morfogénesis de células 

vegetales (Reinert et al, 1967; White, 1943). As( mismo se probó un explante más, eje 

embrionario, con la finalidad de detenninar si su respuesta era igual o mejor que Jos segmentos 

de plántulas, para lo cual se Indujo callos a partir de STH en los medios C3, C4 y es.o. Los EE 

se cultivaron en el medio es.o ya que en el experimento antertor resultó el mejor medio para 

STH. 

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

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

En la figura 8 se observa que el medio CS-0 favoreció la fonnación de callo procedente del 

explante STH (incremento superior a 13 veces el peso inicial} (Lámina 1). sin embargo, en EE 

(Lámina 2), en el mismo medio, produjo un menor crecimiento dado que presentó un incremento 

de 4.97 g en siete dlas lo que representa un aumento mayor a 9.94 veces. En Jos medios C3 y 

C4, el callo obtenido del explante STH, presentó un incremento de 5.4 y 5.7 respectivamente 

(incremento superior a 1 O veces). 

La evaluación de la eficiencia del crecimiento del cultivo se calculó mediante análisis de Jos 

parámetros TRC, TO y NO (Cuadro 3 y Anexo IV). Los cultivos crecidos en el medio es.o 

58 



demuestran una TRC de 0.32, asimismo se observa que en 2.18 días triplica su peso inicial, 

mientras que los medios C3 y C4 no logran triplicar su peso en el mismo tiempo; en el medio C4 

sí lo triplica pero en un mayor tiempo. 
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Figura 8.- Peso fresco obtenido de callos de maíz (Zea mays, L. Raza Chalquello) 
originados a partir de STH y EE crecidos en distintos medios de cultivo. 

El medio CS-0 favoreció Ja formación de callo en el explante procedente de STH, sin embargo, el 

mismo medio con el explante EE dió un incremento menor. 

Esto probablemente fue debido a Ja zona de Ja cual se obtuvo el callo que fue distinta; por 

ejemplo, en EE, el callo se originó de Ja zona donde fue eliminado el cotiledón único. El explante 

eje embrionario es el que presenta el menor crecimiento, en éste explante, Ja cantidad de 

tejido meristemático presente es muy poco, Jo que limita Ja indu=ión de callo, además, 
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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 división, además 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 es-o y STH en los medios C3, C4 y es-o. 

Aún cuando estos resultados son sutilmente similares, se puede observar que la tendencia a un 

mayor crecimiento se alcanza en mayor proporción en el medio CS-0. 

Es importante resaltar que para establecer células en suspensión se busca obtener mayor 

cantidad de callo en menor tiempo, asf como la cantidad de materia prima inicial. Para la 

obtención de callo de EE requerimos alrededor de 16 - 20 ejes embrionarios para la obtención 

de la misma cantidad de callo, sin embargo, en STH la zona meristemática tiene una superficie 

de 1 cm2 y da una mayor cantidad de callo por plántula. 

Pero partiendo de la misma cantidad de callo, los incrementos entre los distintos medios son 

muy similares, lo que indicaría 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 forrnulaciones de sales 

minerales. 

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

muy similar, lo cual se explica en el hecho de que la relación NO.,-:N~ • 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 111, en donde se observa que aún cuando es la mitad de fa cantidad 

de nitratos y amonio en el medio C3, la relación no varia. En cuanto al medio C!>-0 fa relación 

es diferente ya que es 1 :4 (N03 ":NH. ·). siendo fas cantidades de NH• • menores a los otros dos 

medios y mayor de NO:i en comparación al medio C3. 

Estadísticamente, no hubo diferencias significativas entre medios y entre expfantes, ya que 

todos los medios indujeron una buena proliferación de callo a los 7 días (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 fas proporciones de nitrato: amonio varlan de 1 :2 en C3 (R2) y C4(MS) y de 1 :4 

en C!>-O(N,,), los incrementos entre los distintos medios son muy similares, fo cual indicarla que 

el crecimiento o división celular es debido a otro factor y no en si al tipo de expfante o fórmula 

nutritiva. El factor importante es la atta concentración del regulador vegetal, ya que se utiliza en 

concentración elevada, para dar el disparo hacia la desdiferenciación del explante. 

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

cantidad de callo. 

ENSAY03 

Evaluación de la etapa proliferativa en dos fónnulas de sales mineral- e·n 

la proliferación de callo producido a partir de STH. 

Se cuantificó la etapa proliferaliva del cultivo de callo (Lámina 3), mediante los parámetros de 

crecimiento obtenidos a partir del peso fresco, así como del análisis estadístico correspondiente. 
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El análisis estadístico mostró que, los medios de cultivo no ejercen un efecto significativo en el 

crecimiento de callo originado de STH (F=0.90SS;G.L.=1.8;P<O.OS), situación contradictoria a la 

etapa de inducción. 

Este experimento en realidad es la continuación del anterior, pero se decidió omitir el medio C4, 

al presentar :.ma respuesta muy similar al C3; se podía prescindir de él ya que resultaría un 

gasto innecesario. 
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Figura 9.- Peso fresco obtenido de callos en proliferación de maíz (Zea mays, L., raza 
ehalqueilo) originados a partir de STH crecidos en medio es y C6, con 4 y 
S repeticiones respectivamente. 

Los parámetros de eficiencia del crecimiento del cultivo de callo correspondientes al medio es 

fueron, una TRe de 0.12 g · dia·1
, y un TO de S.9 dias asl como un NO de 1.18 veces su peso 

inicial, mientras que el C6 presentó una TRe de 0.079 mg · dla·1 
, y un TO de 8.7 y NO de 0.80. 
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La evaluación se realizó de igual forma que el experimento anterior, encontréndose como se 

observa en la figura 9 que los cultivos de callo del medio es crecieron més que los de los 

medios ce. Esta tendencia fue exadamente igual que la del experimento anterior. 

Cabe seilalar que en la etapa de proliferación se disminuyó la concentración de 2,4-D a Ja mitad, 

pero todos los demés componentes del medio se mantuvieron estables. En esta etapa Ja 

ganancia en peso fresco no fue tan grande como en Ja etapa de Inducción puesto que Ja 

concentración de la auxina fue reducida a 3 mg · Lº1 de 2,4-D, Jo que implicarla que Ja respuesta 

del cultivo es probable que sea debida a la concentración de auxlna. 

FASE 111 

ENSAY04 

ESTABLECIMIENTO Y EVALUACION DE 
CULTIVOS DE CELULAS EN SUSPENSION 

Selección del medio de cultivo y tipo de callo para la obtención de cultivos 

en suspensión con mejoras tasas de crecimiento. 

Se adicionó un nuevo explante ya que surgió la interrogante de si en el EC (embrión completo), 

el cotiledón de alguna manera podrla innuir positivamente en el aumento de la proliferación 

celular. 
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Mediante tratamiento estadístico (Manova tipo 111) se encontró un valor de slgnificancia de cero 

para los explantes con una F igual a 13.377, lo que indica que no hubo diferencias entre 

explantes. El valor de slgnificancia para los medios de cultivo fue de 0.7-497 y con una F de 

0.106, mientras que en el tiempo, el valor de slgnificanda fue de 0.126ÍI y la F de 1.915. 

A pesar de que se detectaron pocas diferencias, se pudo observar una tendencia. Para 

identificar mejor esta indlnación se utilizaron los cuadrados medios obtenidos de la Manova 

Tipo 111. En primera instancia, estos resultados indican que ambos medios de cultivo (Ne y Ri) 

son iguales para un mismo tipo de explante (valor igual a 25 en ambos medios) (Anexo 111), 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 último el EE, como se muestra en la Figura 10. Lo anterior 

tiene su explicación en el hecho de que las células provenientes del callo de STH presentaron 

una mayor proliferación, porque al generarse el callo de un tejido con zonas ampliamente 

meristemtrtlcas, sus células derivadas conservan la caracterlstica de ser meristemtrtlcas, por lo 

cual al establecer la suspensión, dichas células mantuvieron dicha condición. 

Las zonas de las cuales se obtiene el callo son distintas para cada explante, en el caso de EE, 

el callo se originó de la zona donde fue eliminado el cotiledón único. Se observa que en efecto, 

el explante que promovió menor cantidad de callo, fue el eje embrionario, este tejido presenta un 

estado quiescente. en donde el metabolismo celular se encuentra detenido o es muy bajo. La 

no-existencia del escutelo probablemente baje su rendimiento y su cr-eclmiento y producción del 

callo, ya que el cotiledón único en monocotiledóneas (las Gramíneas) es altamente 

especializado para la absorción de nutrientes y hormonas vegetales (Bewley y BlacK., 199-4). 

En el embrión maduro completo (EC) el cotiledón es un órgano de reserva, lo que ayuda a que 

el crecimiento sea más eficiente (Bewley y Blacl<., 199-4). En el EC, se presentó la germinación 

propiamente dicha; el callo se or1glnó de la misma zona, pero se presentó en mayor cantidad, ya 



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

(Lámlna3). 

Por otro lado, Jos segmentos de tallo y hoja se encuentran en plena división. El tejido 

meristemático se encuentra en mayor.cantidad, ya que este tipo de explante contiene varios 

tipos de zonas meristemáticas, en el tallo se observan el meristemo apical y el meristemo del 

cuerpo del tallo o del engrosamiento primario periférico; en los fitómeros se encuentran zonas 

meristemáticas en Jos márgenes asi como zonas meristemáticas para el alargamiento del mismo 

(Essau, 1976), y sus tejidos están en división continua, Jo cual indica que la concentración de 

reguladores de crecimiento vegetal como AJA, Zeatina y Cinetina, asi como del metabolismo en 

el que se encuentra, es distinto en las distintas estructuras o expJantes comparados (Lámina 5 y 

6). 
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Figura 10.- Comparación de mejor explante de callos de maiz de la raza Chalqueño. 
Estos resultados se obtuvieron a partir de Jos cuadrados medios del tratamiento 

estadístico MANOVA tipo 111. 
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Tanto el eje embrionario, como el EC al momento de obtener el callo se encuentran en estado 

germinativo. que incluye numerosos eventos, tales como hidratación de proteinas cambios 

estructurales subcelulares. respiración, síntesis macromolecular, y elongación celular. Las zonas 

meristemáticas, tanto de EE como de EC comienzan a despertar, mientras que en el STH. 

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

En la Figura 11 se observa un resumen de los resultados obtenidos del tratamiento estadístico 

Manova tipo 111. Se observa que el mejor explante es el STH, en el medio SS; mientras que los 

explantes EC y EE prefieren S6. 

Figura 11. Comparación de puntuación de mejor medios de cultivos en suspensión obtenidos 
de callos de maíz de la raza Chalqueño originados a partir de tres tipos de explante 
(STH, EC y EE) en los medios (SS y S6). Esfos resultados se obtuvieron a partir 
de los cuadrados medios del tratamiento estadistico MANOVA tipo 111. 
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En la Figura 12 se observa la cinética de crecimiento de las células, notándose que a las 24 

horas, las células provenientes de STH logran mayor peso fresco en el medio No (SS) en 

comparación 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 favoreció. El explante EE en ambos medios 

presentan nulo crecimiento, no se recuperan . 
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Figura 12.- Gráfica comparativa de Peso fresco vs Intervalos de tiempo de diferentes explantes 
y asi como diferentes medios. 

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

(TRC), Tasa de Duplicación (TO) y Número de Duplicaciones (NO) correspondientes a los 

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

la mayor TRC en el mismo tiempo, asl como el mayor número de duplicaciones (0.8) y la mayor 

TD (Cuadro 4). 

El tratamiento que le sigue es STH en SS, posteriormente le sigue el EC en SS y SS, y por último 

EE en SS y SS respectivamente. 

67 



Cuadro 4.- Parámetros de crecimiento celular (TRC, TD y NO) de los dos tratamientos 
(SS y S6) para los tres tipos explantes (STH, segmentos de Tallo y Hoja: EC, 
Embrión con Escutelo; EE, Eje embrionario) de cultivos en suspensión de 
Zea mays L. Raza Chalque"º· 

·.:~::lQ~~.;Y.t~t9/~~2;~~-~~ .. ¡g~~~¡;.;;~$ik~i;.~¡~~~~~~~i~S:~i.2id.0ri.~72;·1~:,~2;iJ.-~:.~·~~;:.~~t~:;~zi~:.~.;·>~2:. 
~~~~~·:e•'·;:··":/ :'·"~T~A~~~:E~~'ik~~)f~~rECl~ENT():·'.·:·: •)· 

.. · ¡s'fffs6 . ·s+•·fss. EC 86 EE 85 EE 86 EC 85 

T2-T1 0.179 
T3-T2 ::· .l~b:03f 
T4-T3 .. ~0:090 

T5~T4 . .. .. ¡o;:-090 
¡-·----·---··· --:·-·· ------- ·---------- -····-----· ··-··· ·-· -- --
1 . . 

J... . TASASE~!;c~~~~~A~~?','J 
.... , -· ~-::~T·H.:.sa. ~t-~~S5.:EC:;S~ .. :F·~:É.S5~.~~:~~~~~-:~i.:E~s5~~}/:·:>;.:~· 

T2.;T1 
T3-T2 
T4-T3 
T5-T4 

·.•.;:fa.•:: ,•.·.. · · .. 3.oasa.-r :· 7:14642; "-2A7.29··..Sl49457.-2o.838_:_--
• -22.0403 5.78812 7.97901 4.82724 -24.3848 121.08 

. Intervalo .. De . 

Tiempo· 

i-7.68359 -------~2.53976-3.96885 =10:532 60.°4005 ~5.4568--.. -
7.6.83589 -3.83074.--4.481'.65 -5.5246 122.298. 56.934 . . . --- ... -· ---·---· ----···------·-··-- -----~----------~-~------· ·---. --

.... Nú.MERo.riE.:cÜ.i?.uc:Áci6't.ii .. 
<· Eicplantiiy medio 

----~-------------- -----------
;8Tl1 S6 STH:&ii · ·i::css ~Ee:s~ :E:e .. ~ EGs5 

T2,, T1 O. 75.8866 ,0.8~26:: ... Q.67.663: :.: ;.<J;~¿~o:4~8 ;o_:~M' :: 
T3~ T2 [ci°468842~---;:0:59995~~o:-~?~~!t __ O.~LO.i6-C!?.@ .... 0.6001 
T ~T3 .. . . • oA24002 ·: o: 1:54-'21:F - ·o.323-59: Oi574°3.4·0:65954 . o.4648 
T5-T4 . ' j0.644361 0.3t>7Q6 0.421t .. : . 0.5438 - 0.64865 0.6602 
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ENSAYOS 

Selección de la concentración óptima de Bencll amino purina (BAP)para 

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

El obje!Jvo de este ensayo fue el obtener la concentración óptima de BAP para cuHivos 91 

suspensión originados de callo producido a partir de STH de Zea mays, L. Raza Chalqueno. En 

esta etapa se compararon diversos parámetros de crecimiento, así como análisis estadístico. 

Se encontró que ledos los tratamientos presentan una TRC en aumento (Cuadro 5) a la par que 

incrementa la concentración de BAP (S7<S8<S9<SS). La excepción es el tratamiento S10, que 

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

El tratamiento S 5 es el mejor, ya que presenta un TO menor y un NO mayor. A pesar de que el 

medio S7 no conllene la cllocinina BAP, presenta una NO de casi 1 y un TO un poco superior a 

las 72 horas, lo que implicarla que el cultivo permanece en división aún en la ausencia de BAP. 

Esto podrfa deberse a la presencia de adenina en el medio, o a la existencia en las células de 

cttocininas naturales que dan lugar a la división celular. 

Desde el punto de vista estadístico, la concentración de BAP no afeda slgniflcatlvamente el 

crecimiento del cultivo, (F=1.910;G.L.=5.24;P<0.05. se exduyen 5 valores). esto es que entre los 

tratamientos, el comportamiento de las curvas es muy semejante. 
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Cuadro S. Parámetros de cuantificación (TRC, TO y ND) de cultivos en suspensión de células 
de maíz de la raza Chalqueno en cinco concentraciones de BAP. 

Pa~ámeb-os. i--___ M_E_D_to_s_o_· E_c_._U_L_·_T_1v_o~~6_cí_N_c_e_NT_RA_c_1ó._N_o_E_BA_P~) ___ _ 
De 

creclmíento 

··TRc· 

TD 

NO 

1 
j 

S7 
,O:rfig·T' 

o.5so 

. 1.239 

SS· 
o.Mii19 · L-1 

,;:¡34; ... 

:1.080 
·:·; _ _._.; ... 

, 1-Sso. 

se 
•O.JO nig:: L-1 . 

':·,_, ... 

. º::73:'.t 

·0.944: 

SS 
O.foníg · L"1 

510 
7 m9;cL~' .. 

.... 1.· .•.. _'464 ... • ·.··. '·o:¡¿~t:ie •. ..• __ ,,..., ··~~;""'~.:~·;:-;;'"•~-::{:: 

··;. 

-.· ...... ;· 

. 0.473 .. 1;710:: . 

·~2.403 
.. ·· .. ·-<lE2>·· 

La cinética de crecimiento de las células originadas a partir de callo producido de STH de 

plántulas de malz (Zea mays, L., raza Chalqueño), cultivadas en los cinco medios (tratamientos 

S7, SS, S9, SS y S10 presentaron O.O, 0.01, 0.10, 0.20 y 1 mg · L-1 respectivamente), están 

representadas en la figura 13. 

El crecimiento del cultivo se presenta, aún en ausencia de la citocinina (tratamiento 81); esta 

gráfica presenta un comportamiento slgmoidal, dicha curva presenta una fase lag de casi 24 

horas, una linear de 24 a 72 dónde alcanza su punto máximo, a partir del cual declina. 

El tratamiento SS modiftca el crecimiento del cultivo, exhibe un comportamiento oscilatorio, pero 

con una tendencia ascendente; se observan dos curvas de crecimiento, una que muestra su 

punto máximo a las 24 horas y la otra a las 72 horas. En cuanto a las fases de crecimiento de la 
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curva correspondiente, se encuentran la fase lineal (1-24 y 48 - 72 horas) y la fase de 

desaceleración (24-48 y 72 - 96 horas). Entre las 24 y las 48 podrla 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 podríamos delimitar con certeza el comportamiento 

real de dicha curva. 
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Figura 13.- La cinética de crecimiento de las células originadas a partir de callo producido de 
STH de plántulas de mafz (Zea mays, L., raza Chalqueño), cultivadas en los cinco 
medios (tratamientos S7, SS, S9, SS y S1 o presentaron O.O, 0.01, 0.1 O, 0.20 y 
1 mg · L"1 respectivamente). 

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

también se observan dos puntos máximos; 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 último 

punto, se presenta una fase de desaceleración y mortalidad celular. 
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El tratamiento SS presenta un comportamiento ascendente oscilatorio y está formado por dos 

ciclos de crecimiento. El pico máxlmo se presenta a las 24 horas y supera a todos los 

tratamientos. El segundo pico, correspondiente a las 72 horas y es casi de la misma magnitud 

que el máximo encontrado en el tratamiento S9. Lns 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 510 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 96 horas. se observa una fase estacionaria, a partir de la cual 

comienza la fase de desaceleración. Es probable que el efecto producido por esta concentración 

sea inhibitorio en el crecimiento del cultivo. 

Las citocininas incrementan la tasa de división celular y decrecen el rango de ploidlas en células 

en suspensión pues estimulan la división celular de células meristemáticas (Kiblert y Newmann, 

1980). Por otro lado, Oono (1982) (lomado de FuJlwara. 1982) reportó que un alto nivel de 

benziladenina (30 mg. L-1) incrementa considerablemente la variabilidad genética de cultivo de 

callo de arroz comparado a aquel encontrado con 2 mg · L·1
• 

La adición de la base adenina probablemente fue lo que dio lugar a la proliferación celular. La 

bioslntesis de las citocinlnas se da gracias a modificaciones de la base adenlna (McGaw, 1995; 

Sallsbury y Ross, 1992). Skoog y Tsul (1948) y Mlller y Skoog (1953) (tomados de George y 

Sherringtong, 1984) descubrieron que la adenlna puede Inducir formación de yemas en 

segmentos de tallo de tabaco, asl como callo in vitro. Después del subsecuente descubrimiento 

de que la citocinina estructuralmente está relacionada a una base púrlca, la adenlna es utilizada 

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

corroborar que el crecimiento se debe a la adición de dicha base o al contenido de cilocininas 

propio de las células. 

ENSAYO IS 

Selección de la concentración óptima de la auxina 2,4 - D para cultivos en 

suspensión de segmentos de tallo y hoja (STH). 

El objetivo de este ensayo fue el obtener la concentración óptima de 2,4-0 para cultivos en 

suspensión originados de callo producido a partir de STH de Zea mays, L. Raza Chalqueno) 

(Lámina 7), para lo cual se probaron tres concentraciones de la auxina 2,4-0, 3, 4.S y 8 mg · L"1 

en el medio base N6 , dichos tratamientos son SS, S11 y S12 respectivamente. En esta etapa se 

compararon diversos parámetros 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 la tasa peso fresco/peso seco (PF/PS) es utilizado como un Indice del contenido de 

liquido intracelular; el incremento de liquido en las células conlleva a incrementar el valor del 

peso fresco (ln-Suk y Oung-11, 1993). 

Los resuttados obtenidos del tratamiento SS (3 mg · L" de 2,4-0) se muestran en la Figura 14 

donde se observan los tres parámetros de crecimiento (peso fresco, peso seco y contenido de 

proteínas). Dichas curvas presentan tendencias similares, a diferencia de los otros dos 

tratamientos S11 y S12 que presentan concentraciones de 4.5 y 8 mg · L" de 2,4-0 

respectivamente, cuyos patrones varfan considerablemente (Figuras 15 y 18). 
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Figura 14. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteinas totales para 
cultivos en suspensión de células de Zea mays, L. raza Chalqueño, cultivadas en 
medio SS con una concentración de 2,4-D de 3 mg L·'. 

Figura 15. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteinas totales para 
cultivos en suspensión de STH de células de Zea mays, raza Chalqueño, cultivadas 
en medio 511 con una concentración de 2,4-D de 4.5 mg · L·'. 
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Figura 16. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteínas totales para 
cultivos en suspensión de células de STH de malz (Zea mays, L. raza Chalqueño), 
cultivadas en medio S12 con una concentración de 6 mg · Lº1 de 2,4-D. 

Battat et al., 1989 (tomado de ln-Suk Park and K. Dong-11, 1993) encontraron que el valor de la 

tasa PF/PS pennanece constante a través de la fase exponencial e incrementa sólo cuando el 

azúcar 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 SS donde se 

observa que esta se mantiene con valores mínimos hasta las 36 horas y a partir de este 

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

La población celular de nuestros cultivos es muy heterogénea, probablemente se encuentre 

constituida de cohortes celulares que están en diferente fase del ciclo celular, que responden de 

manera diferente a las tres concentraciones de 2,4-D. Las concentraciones de 4.5 y 6 mg · L"1 

conllevan a las células a división celular en corto tiempo, lo que podemos observar en la figura 

17, curvas S11 y S12, donde se observa que existe un incremento máximo en peso seco, que se 
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Figura 16. Curvas comparativas de Peso Fresco, Seco y contenido de proteínas totales para 
cultivos en suspensión de células de 5TH de malz (Zea mays, L. raza Chalqueño), 
cultivadas en medio 512 con una concentración de 6 mg · L·' de 2,4-D. 

Balta! et al., 1989 (tomado de ln-5uk Park and K. Dong-11, 1993) encontraron que el valor de la 

tasa PF/P5 permanece constante a través de la fase exponencial e Incrementa sólo cuando el 

azúcar 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 SS donde se 

observa que esta se mantiene con valores mlnlmos hasta las 36 horas y a partir de este 

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

La población celular de nuestros cultivos es muy heterogénea, probablemente se encuentre 

constituida de cohortes celulares que están en diferente fase del ciclo celular, que responden de 

manera diferente a las tres concentraciones de 2,4-0. Las concentraciones de 4.5 y 6 mg · L·' 

conllevan a las células a división celular en corto tiempo, lo que podemos observar en la figura 

17, curvas 511y512, donde se observa que existe un incremento máximo en peso seco, que se 
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manifiesta en el punto mínimo-de- la a' fas 24 horas en ambas curvas. Este valor es proporcional 

a la concentración del fitorregulador. 

El efecto que produce fa concentración de 2,4-0 de 3 mg Lº1 dispara una población de células 

hacia mitosis, pero no así a toda la población que se encuentra en Go, por fo 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 máximos de la razón PF/PS, mientras que fa curva SS a partir de las 47 horas. 

Esto indica que probablemente el Incremento en peso fresco sea debido a la enfrada de líquido, 

producida por la acidificación de la pared celular que provoca la entrada del Ión Potasio a la 

célula; este hecho contrarresta la salida de iones de hidrógeno (protones) dando lugar al 

decremento del potencial hidrlco que se manifiesta permitiendo la entrada de agua a la célula 

que se expande. 

Figura 17 Gráfica comparativa de peso fresco/peso seco (PF/PS) para deterrninar la cantidad 
de contenido de agua en las células. Triángulos S11, Rombos es 512, y Cuadros SS. 
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ENSAY07 

Evaluación del crecimiento de células en suspensión de mafz a través de la 

incorporación de timldina tritiada. 

La función inhibitoria de la afidicolina fue llevada a cabo con el objetivo de valorar la efectividad 

de dicha sustancia sobre una enzima repllcativa como es la ADN polimerasa 2, obtenida de ejes 

embrionarios en germinación de maiz de la misma raza (Coelio et al., 1992). Esta enzima es 

caracterizada como una foSfoenzima(Coello y Vézquez-Ramos, 1995a), con una procesividad de 

12-22 nucieótidos por evento de unión (Coello y Vázquez-Ramos, 1995b) y con una masa 

molecular de 450 Kda holoenzima compuesta de 7 subunidades (90, 83, 70, 60, 55, 45 y 24 

Kda), inmunoinhiblda por anticuerpos contra ADN polimerasa a. de timo de ternera y se cree que 

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

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 méximo a las 38 horas, tiempo en el cual ambas curvas decaen 

en la incorporación. 

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 máximo en 

incorporación se da en esta curva. 

77 



Figura 18. Gráfica comparativa correspondiente a los tratamientos T1 (incorporación), 
T2 (DMSO), T3 (Aphy1) y T4 (Aphy2). En el tratamiento T3 se aplicó 
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 

inhibición en Ja incorporación 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 incorporación 

ya que la adición de la afidicolina fue al inicio del cultivo, lo que no ocurre (Figura 18). 

En la figura 19 se observan las cuatro curvas correspondientes a los tratamientos T1, T2, T3 y 

T4. Cada curva presenta el promédh:) así como sus desviaciones estándar. 

Las desviaciones estándar correspondientes a los cuatro tratamientos se pueden observar en la 

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

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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la curva T2 correspondiente al tratamiento OMSO, las desviaciones fueron pequellas y casi de la 

misma proporción, excepto a las 60 horas. 

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

de moderadas a pequenas. 

Las curvas T2 y T3 presentaron desviaciones grandes a las 80 y 48 horas respectivamente. Ya 

que la población celular de estos cultivos es heterogénea en su composición, es probable que 

alguna fracción de la población comenzó a entrar en la fase S del ciclo celular, lo que dio lugar a 

un incremento en el número de c.p.m. 

La concentración del inhlbldor afldlcollna para el tratamiento T3, fue probablemente a una 

concentración baja, por lo cual la Inhibición no fue total desde el principio de la curva. 
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LÁMINA 1. Etapa de inducción de callo originado a partir de Segmentos de Tallo y Hoja 
en medio CS-0. En la caja de petri de la izquierda se observan los cortes 
transversales secuenciales colocados en dirección de las manecillas del reloj. 
En la caja petri de la derecha están distribuidos al azar. 

LÁMINA 2. Etapa de inducción de callo originado a partir de Eje embrionario en medio CS-0. 
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LÁMINA 3. Etapa de proliferación de callo originado a partir de Segmentos de Tallo y Hoja 
en medio CS-0. Se observan en la parte superior zonas del callo color blanco 
hialino. 

LÁMINA 4. Etapa de inducción de callo originado a partir del explante Embrión completo 
en medio CS-0. 
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LÁMINA 5. Callo originado a partir de Segmentos de Tallo y Hoja en medio CS-0. Cortes 
transversales de tallo y hoja de maíz, donde se observa que existe mayor formación 
de callo en los cortes basales del tallo y hoja. El callo originado de los últimos tres 
segmentos es muy friable y con origen exclusivamente de la última hoja. 

LÁMINA 6. Etapa de inducción de callo originado a partir de Segmentos de Tallo y Hoja 
en medio CS-0. Se observan en la parte superior zonas del callo color blanco y 
en regiones inferiores una coloración crema. 
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LÁMINA 7. Etapa de proliferación de suspensión originada a partir de Segmentos de Tallo y 
Hoja en medio es-o. Se observan matraz de 250 mi con 60 mi de células en 
suspensión. En la parte superior del matraz se observa el halo formado por 
células pequeilas. 
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VI CONCLUSIÓN 
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En la inducción de callo se utilizaron dos explantes, el EE y STH siendo el mejor el STH. 

La presencia de L-prollna estimula la inducción de callo de STH de malz. 

El medio con relación de N03- :NH• ·de 1:4 (CS-0) es mejor pare la inducción de callo de STH 

que los de relación 1 :2. (C3, C4). 

En la etapa de Proliferación de callo se probó los medios con relación de NO,- :NH. •de 1 :2 y 1 :4 

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

Se evaluó el crecimiento de suspensiones en cinco concentraciones de BAP, siendo mejor el SS 

con 0.2 y en general el comportamiento de las concentraciones es dosis respuesta, asl mismo 

se probó la concentración de 2,4-0 y se observó que en esta fase es Ideal a la concentración 3 

en medio SS. 

Posteriormente se probó indirectamente que el cultivo estuviera en división mediante curvas de 

incorporación de limidina y de su posterior inhibición. 

El cultivo en suspensión está conformado de células que se encuentren en diferente fase del 

ciclo celular. La población en nuestro cultivo es hetogénea en su composición, exlste cohorte 

celular en fase Slntesis, otra que se encuentre en mitosis y la gran mayorfa está en la fase 

estacionarla GO. 

El inhibidor está a muy baja concentración por lo cual la inhibición de la Incorporación no es total 

y desde el inicio. 

Aunque muchos autores utilizan cómo único parámetro pare caracterización de suspensiones el 

peso fresco, es de gran importancia tomar a la par otros parámetros, tales como el peso seco, y 

la cuantificación de protelnas, o la incorporación de timidlna ya que esto nos denota como se 

encuentre nuestro cultivo. 
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ANEXO 1 

Fórmulas de Macronutrientes utilizadas. 

Macronutrientes 

Murashige y Skoog (1962) conocido como MS 
Macronutrientes 
KN03 
NH.N03 
cac1,.H20 
MgS0 •• 7H20 
KH,PO• 
Micronutrientes 
Mnso •. 4H20 
znso •. 1H,o 
H,so. 
KI 
cuso •. 5H20 
MoNa0.2H20 
cocl,.6H,o 
Feso •. 7H20 
Na2EDTA. 2 H,O 

Medio R 2 

P.M. 

101.108 
80.040 

147.020 
246.480 
136.090 

205.100 
287.540 

61.860 
166.010 
249.680 
241.950 
237.950 
278.028 
372.300 

Cant.Masa mM·L· 

1900.0 18.792 
1650.0 20.615 
440.0 2.993 
370.0 1.501 
170.0 1.249 

22.3 0.109 
8.6 0.030 
6.2 0.100 
0.8 0.005 

25.0µg 
250.0µg 
25.0µg 
27.8µg 0.100 
37.3µg 0.369 

Está constituido por todos los macronutrientes y micronutrientes del medio MS, 
excepto los siguientes, que se presentan a la mitad de la concentración. 
Macronutriente!; P.M. Mg L., 
KNO, 101.108 85.0 
NH.NO, 80.040 825.0 

mML"' 
9.396 
10.807 

Skenk and Hildo:ibrandt (1972) (SH) 

P.M. Mg· L.1 mM L-' 
Solución A 
KNO, 101.108 2500.00 24.72604 
NH.H2PO• 115 300.00 2.60870 
Solución B 
MgS0 •. 7H20 246.48 400.00 1.62285 
Solución e 
Mnso •. H,o 169.01 10.00 0.00592 
H,803 61.83 5.00 0.08087 
znso •. 7H20 287.54 0.10 0.00035 
Na2M004.2H20 241.95 1.00 0.00004 
CoCl,.6H20 237.93 0.10 0.00004 
KI 166.01 1.00 0.00060 
cuso •. 5H20 249.68 0.20 0.00008 
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P.M. cant.Masa mM·L· 

Solución O 
cac1,. 2H,o 147.02 200.0Q 0.13604 
Solución E 
Feso •. 7H20 278.028 15.00 0.00540 
Na2EDTA. 2 HiO 372.3 20.00 0.00537 

Medio N 6 Chu et al. (1975) 
Mg·L"1 mM·L·' P.M. 

Solución 1 
(NH4)iS04 132.060 463.00 3.50598 
KN03 101.108 2830.00 28.01954 
CaCl,.2H20 147.020 166.00 1.12910 
KH2P04 136.090 400.00 2.93923 
Mgso. 7H,o 246.480 185.00 0.37731 
Solución 11 
Mnso •. 4H20 223.000 597.00 2.67713 
znso •. 7H20 287.540 1.50 0.52167 
H,B02 61.830 1.60 2.58774 
KI 166.010 0.80 0.48190 
Solución 111 
Feso •. 7H,o 278.028 27.85 0.10017 
Na,EDTA. 2 H,o 372.300 37.30 0.10005 

Vitaminas del Codel 20. 

Nombre del P.M. mg L-1 mM L-1 
comE!uesto 

L-Asparagina C•HaN20. 3 HiO 150.1 10.00 6.662 
L-Arginina C5H1•N•O, 174.2 10.00 5.741 
L-Ac.aspártico c.H,NO• 133.1 7.50 5.635 
Glicina C2HoN02 75.07 23.00 30.638 
Glutamina CoH10N203 146.1 60.00 41.068 
Ac. Glutámico. NaOH CoHoN04 147.1 7.50 5.099 
Blotina {Vrt 88)NaOH C10H10N203S 244.3 1.00 0.409 
Ac. Fólico(89)NaOH C10H10N10a 441.4 1.00 0.227 
Ac. Nicotrnico(83) CeHoN02 123.1 1.50 1.219 
Plridoxina (86)* CeH11N03.HCI 205.6 1.50 0.730 
Rivoflavina(82)Na0H C11H20Na03 376.4 0.10 0.027 
Tlamina(81) • C12H11CIN40o.HCI 337.3 3.00 0.889 
Myo-lnositol C5H120e 180.16 145.00 80.484 
Urea CON2H• 60.06 45.00 74.925 

• Disolver con 3 gotas de NaOH al 1 N 
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Vitaminas Cocktail R, 

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

Ac. Nicotfnico (83) CeHoN02 123.1 1.00 0.813 
Mio inositol 100.00 
Piridoxina (86) • CeH1,NO,.HCI 205.6 1.00 0.487 
Tiamina(B1) • C12H11CIN.Oo.HCI 337.3 2.00 1.1853 

• Disolver con 3 gotas de NaOH al 1 N 

Otros compuestos utilizados en el R2 

Nombre del P.M. mg L-1 mML-1 
com~uesto 

Glicina C2HoN02 75.07 1.00 
Adenina. so. 123.1 10.00 
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ANEXO 11 

PARÁMETROS FÍSICOS 

Los parámetros físicos se determinaron según Alvarado (1990). 

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

A) Callo: Se transfirió o. 7 mg de callo en una caja petri y se pesó en una balanza granataria 
(gr./plántula), el número de repeticiones varió según experimento y medios, y se describe 
individualmente en resultados. siendo entre 4 y 7 repeticiones. 

B) Suspensiones: Se tomó 1 mi del medio de cultivo y se colocó en un tubo eppendorf 
previamente pesado. se centrifugó y se eliminó el sobrenadante y por diferencia de pesos se 
obtuvo el peso fresco. Cada muestreo se hizo por triplicado; el promedio y desviaciones 
estándares fueron graficadas. 

PESO SECO: Mediante la cuantificación de este parámetro se obtuvo la cinética de 
crecimiento y las fases del cultivo, asi como el tiempo de subcuitivo. Sólo se utilizó para 
suspensiones. 

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

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

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. 

Donde: 

Ln C2-Ln C1 
TRC ~--------

T2- T1 

Ln es el logaritmo natural 
C2 es el peso o número de células en el muestreo más tardío 
C1 es el peso o número de células en el muestreo más temprano 
T2 - T1 es el intervalo en días entre dos muestreos. 

TASA DE DUPLICACIÓN (TO): Es el tiempo que requiere una población para que esta 
duplique su número, o también el tiempo promedio transcurrido entre dos divisiones 
consecutivas de una célula (Richards, 1969). La ecuación que la describe es: 
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Ln 2 
TO=---------

TRC 

NÚMERO DE DUPLICACIONES (NO): son el número de veces que la población celular 
se ha duplicado a un intervalo de tiempo dado. 

Ln C2 - Ln C1 
NO=--------

Ln 2 

PARÁMETROS BIOQUÍMICOS: 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEINAS: Éste es un parámetro bioquímico que evalúa la 
proliferación celular del cultivo. El contenido de proteína total se determinó mediante el método 
de Bradford, utilizando albúmina de suero bovino (BSA) con la cual se hizo la curva patrón de 
referencia. Muestras de 2 mi de cultivo celular fueron centrifugadas, eliminándose el 
sobrenadante y adicionando HCI al 1 N. Posteriormente se agitó, se centrifugó nuevamente y 
tomó muestra de 0.6 mi de sobrenadante. Se adicionó 0.4 mi de colorante azul de Coomassie 
para posteriormente ser leido en un espectrofotómetro a 595 nm de longitud de onda. 

Para la cuantificación de proteínas del ensayo 7, se tomó los eppendorf que contenían 200 µI de 
la muestra, se les adicionó 0.8 mi del colorante azul de Coomassie y se leyó también en el 
espectro, a la misma longitud de onda. 
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ANEXO 111 

Tabla comparativa de la cantidad de masa y iones Nitrato y amonio en Jos medios e, (R:>), c. 
(MS) y Cs (No). 

Cantidad En Masa 

MEDIO 

C3 

C4 

es 

Cantidad de Iones 

NO,"(meq) 

NH4 
del 

Total 
· oe: 

N. 
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Anexo IV 

Análisis de Varianza MANOVA.PF - Tipo 111 Suma de Cuadrados 

Fuente de Variación Suma de Cuadrados g.I. cuadrados Medios F-Calculada 

EFECTOS PRINCIPALES 

A: MANOVA .Explante 0.0632077 2 0316039 13.377 
B: MANOVA. Medio 0.0002509 1 0002509 .106 
C: MANOVA. Fecha 0.0160937 4 0045234 1.915 

INTERACCIONES 

AB 0.0070742 2 0035371 1.497 
AC 0.0225126 6 0026141 1.191 
BC 0.0011176 4 0002795 0.116 
ABC 0.0033336 6 0004167 0.176 

TOTAL 0.2088228 69 

20 valores excluidos. 
Todas las tasas de F se basaron en el error residual de cuadrados medios. 

Sign. 

0.0000 
0.7497 
0.1266 

0.2360 
0.3266 
0.9752 
0.9929 



(Continuación 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 .2744786 .3184214 
2 20 2179000 0.0108686 .1959286 .2398714 
3 30 2478000 0.0066742 .2296605 .2657395 

8: MANOVA.Medio 
1 35 2559778 0.0063667 .2390642 .2726913 
2 35 2521222 0.0083667 .2352087 .2690358 

C: MANOVA.Fecha 
1 14 2700000 0.0132289 .2432573 .2967427 
2 14 2563611 0.0132269 .2296184 .2831038 
3 14 2726667 0.0132289 .2459240 .2994094 
4 14 2406056 0.0132289 .2140629 .2675483 
5 14 2304167 0.0132289 .2036740 .2571594 

AB: 
1 1 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 .2691037 
3 2 15 2518667 0.0125500 .2264963 .2772370 
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ANEXO V 

Parámetros de crecimiento celular (TRC, TO y NO) correspondientes a las cinco 
concentraciones de BAP (S7, S8, S9, SS y S10) para el explante STH (Segmentos de Tallo y 
Hoja) de cultivos en suspensión de Zea mays L. Raza Chalquei'lo, (Ensayo 5). 

Intervalo TASAS RELATIVAS DE CRECIMIENTO 
de Tratamie~to (Concentración de BAP) 

Tlem 
57 58 59 55 510 

Om ºL" 0.01 m .L.1 0.1 m "L" 1 02m .L.1 1 m 'L"1 

T2-T1 0.560 0.642 0.734 1.464 0.405 
T3-T2 -0.154 -0.082 0.040 -0.813 0.368 
T4-T3 0.847 0.539 -0.080 0.528 0.037 
T5-T4 -1.030 -0.369 0.583 -0.619 -0.037 
T6-T5 0.033 0.081 -0.717 0.000 -0.656 

lnteiValo TASAS DE DUPLICACIÓN 
de Tratamiento (Concentración de Bap) 

Tlem o 
57 58 59 55 510 

Om ºL"' 0.01 m "Lº' 0.1 m "L"1 0.2m "Lº' 1 m ·L-t 

12-t1(12) 1.23900 1.08000 0.944 0.473 1.710 
13-t2(24) -4.49656 -8.42854 17.4837 -0.8522 1.88299 
14-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 8.56064 -0.9672 o -1.05696 

Intervalo NÚMERO DE DUPLICACIÓN 
de Tratamiento (Concentración de Bap) 

Tlem 
57 58 59 55 510 

Om ºL"1 0.01 m ºL"' 0.1 m ·L·1 0.2m ºL" 1 m ºL"' 

T2-T1 1.498 1.580 1.673 2.403 1.344 
T3-T2 0.536741 0.57225 0.65337 -0.523 1.12724 
T4-T3 1.606431 1.22989 0.51575 1.17806 0.63353 
T5-T4 -0.64558 0.08363 1.2149 -0.2022 0.54228 
T6-T5 0.872642 0.69645 -0.34302 0.69089 -0.05962 
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Parámetros de crecimiento celular (TRC, TO y NO) de los dos tratamientos (S5 y 56) para los 
tres exptantes (STH, Segmentos de Tallo y Hoja; EC, Embrión con escutelo; EE, Eje 
embrionario) de cultivos en suspensión de Zea mays L. Raza Chalqueno, correspondientes al 
ensayo 4. 

Intervalo 
de 

Tlem 

T2-T1 
T3-T2 
T4-T3 
TS-T4 

Intervalo 
De 

Tiem 

T2-T1 
T3-T2 
T4-T3 
TS-T4 

Intervalo 
de 

Tiempo 

T2-T1 
T3-T2 
T4-T3 
TS-T4 

STHS8 
0.179 
-0.031 
-0.090 
0.090 

STHSfl 
o 

-22.0403 
-7.68359 
7.683589 

STHSfl 
0.758868 
0.468842 
0.424002 
0.644361 

Tasas Relativas de Crecimiento 
Explante y medio 

STHS5 ECS8 EES5 EESfl 
0.225 0.097 -0.280 -0.126 
0.120 0.087 0.144 -0.028 
-0.273 -0.175 -0.066 0.011 
-0.181 -0.154 -0.125 0.006 

TASAS DE DUPLICACIÓN 
Explante y medio 

STHS5 ECSfl EES5 EESfl 
3.08581 7.14642 -2.4729 -5.49457 
5.78812 7.97901 4.82724 -24.3848 
-2.53976 -3.96885 -10.532 60.4005 
-3.83074 -4.48765 -5.5246 122.298 

NÚMERO DE DUPLICACIÓN 
Explante y medio 

STHS5 
0.80426 
0.59995 
0.15426 
0.36706 

ECSfl 
0.67663 
0.62357 
0.32359 
0.4211 

EES5 
0.29933 
0.84731 
0.57434 
0.54383 

EESfl 
0.45348 
0.60708 
0.85954 
0.84865 

ECS5 
-0.033 
0.006 
-0.127 
0.012 

ECS5 
-20.838 
121.08 
-5.4568 
56.934 

ECS5 
0.5484 
0.6001 
0.4648 
0.6602 
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