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RESUMEN

Une de los objetivos de este trabajo fue encontrar las condiciones de cultivo in vitro para
células de maiz en suspension que ofrecieran un buen crecimiento a partir de callos
generados de embriones maduros. Con esta finalidad se probaron diferentes variantes
sobre la composicién del medio de cultivo basal R2 (ver apéndice Tabla 1). En los
tratamientos probados, las modificaciones se hicieron sobre la concentracion de N°-
furfuril-aminopurina (cinetina), se probaron otras citocininas conocidas como BA (NE’ -
Benzil-Adenina) y 2ip (2-isopentil adenina) y se usaron dos suplementos, uno de
vitaminas (V-MS®) y otro de aminoacidos (Coctel 20). La respuesta de los cultivos a
estas pruebas se evalud a nivel de crecimiento, usando los parametros de paquete
celular (PC), peso fresco (PF) y peso seco (PS). gracias a los cuales fue posible elegir el
tratamiento més productivo y reproducirlo tanto en células procedentes de embriones
maduros (SEM) como de embriones inmaduros (SEl). Estos cultivos de células en
suspensién, a su vez dieron lugar a un tercer cultivo, cuya poblacion celular procede del
cultivo SEM y el medio condicionado proviene del cultivo SEL En estos cuitivos celulares
se evaiud el efecto del medio condicionado sobre el crecimiento usando los parametros
convencionales de PC, PF y PS. Se realizaron otras pruebas que proporcionaran cierta
informacién a cerca de la condicidn de algunas caracteristicas de la maquinaria de
sintesis de proteinas. Dichas pruebas fueron las siguientes: rendimiento ribosomal,
cuantificacién de proteinas en la fraccién posribosomal, evaluacion de la velocidad de
sintesis de proteinas ocurrida in vive durante una activa division celular (fase exponencial)
y la deteccidn de las proteinas ribosomales 4cidas presentes en los ribosomas de las
células ubicadas en dicha fase mediante técnicas de electroforesis. Esta informacién
permitié valorar ¢l efecto de un medio condicionado sobre el crecimiento de un cultivo
celular de bajo rendimiento asi como sugerir posibie explicacién al lento crecimiento de los
cultivos de células de maiz en suspensién (SEM), la cual puede estar relacionada con la

eficiencia de la maquinaria de sintesis de proteinas.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las valiosas ventajas que ofrece la técnica de cultivo in vito de tejidos vegetales,
particularmente de células en suspensién, a la investigacién basica han enfatizado la
imperante necesidad de establecer un sistema de cultivo que genere un alto rendimiento
celular en poco tiempo. En varias especies este sistema no ha logrado establecerse
adecuadamente, el maiz es una de ellas y debido a su gran importancia econdmica ha
sido sujeto de cada vez mas investigaciones en este campo (Santos y Torné, 1956:

Suprasanna et al, 1986).

El cultivo de células en suspensién ofrece una composicién considerablemente homogénea
en la poblacién celular; bajo condiciones in vitro, el crecimiento esta determinado
principalmente por el genotipo y por el estado fisioldgico del explante; las condiciones
fisicas y quimicas del medio de cultivo son también un factor determinante en dicho
proceso. En este sistema, los compuestos quimicos del medio de cultivo son
aprovechados simulténeamente por todas las células, por lo que se puede asumir que

todas las células .rssponden a las mismas condiciones (Darnell et al,1920).

En maiz, el sistema de cultivos en suspension se ha logrado principalmente usando callos
procedentes de embriones inmaduros como explante, y menos satisfactoriamente usando
embriones maduros. Sin embargo, la disponibilidad de los embriones inmaduros esté
restringida por la duracion del ciclo agricola, lo cual reduce ia utilidad de este modelo
(Wang, 1987). Se ha demostrado que algunos cultivos de bajo rendimiento pueden ser
estimulados por la aplicacién de medio de cultivo obtenidos de cultivos celulares con alto
rendimiento celular, donde la presencia de células nodrizas es relativamente alta; el
metabolismo de estas células modifica la composicidn del medio de cultivo generando lo

que aqui llamamos medio condicicnado (Bellincampi y Morpurgo, 1987).



El crecimiento y proliferacién celulares estan antecedidos por procesos de biosintesis: la
eficiencia en el mecanismo de sintesis de proteinas, se ve reflejada en el crecimiento de
los cultivos celulares, por lo que el andlisic de estos pardmetros podria servir para

entender el comportamiento de los cultivos celulares en crecimiento.

El implemento de una técnica que optimice el rendimiento celular de los cultivos en
suspension obtenidos a partir de embriones maduros de maiz (SEM), ofrece una
alternativa para la obtencién de un sistema bioldgico manipulable que pueda ser el

material para diversos tipos de investigacion.

En este trabajo se propone €l uso del medio condicionado extraido de los cultivos
celulares obtenidos por embriones inmaduros de maiz, como un suplemento que puede
optimizar el crecimiento de los cultivos SEM. Asi mismo, se describe el efecto de la
aplicacion de este medio condicionado, sobre el crecimiento y sobre algunas

caracteristicas de la maquinaria de sintesis de proteinas.



2. HIPOTESIS DE TRABAJO

5i los metabolitos producidos por las células nodrizas se encuentran libres en el medic
de cultivo de una suspensién celular de répido crecimiento, como los obtenidos con
empriones inmaduros (SEI), entonces la aplicacién de éste medio condicionado podria
estimular la division celular en un cultivo de bajo crecimiento, como lo es el cultivo en

suspension obtenido de embriones maduros de maiz (SEM).

Por otra parte, si las PRAs estan involucradas directamente en el mecarismo de
biosintesis de proteinas, el cual es un proceso esencial durante el crecimiento y la
divisidn celular, podria haber una relacién entre el contenido de las primeras en los
ribosomas y el crecimiento de la poblacion celular de cultivos en suspensidn obtenidos por

embriones maduros ¢ inmaduros de maiz de tal manera que:

a) Los cultivos en suspensidn legrados bajo condiciones in vitro que muestren un buen
crecimiento (a partir de embriones inmaduros), contendran una mayor cantidad de
PRAs asociadas a sus ribosomas que los cultivos con crecimiento relativamente bajo

(a partir de embriones maduros de maiz).

b) La aplicacién del medio condicionado obtenido a partir de SEl a los cultivos SEM
inducird un incremento en la velocidad de crecimiento de estos cultivos y en la

cantidad de FRAs asociadas a los ribosomas de éstas células.



3. OBJETIVOS

Objetivo general

Encontrar las condiciones de cultivo in vitro que permitan establecer cultivos celulares en
suspensién, obtenidos a partir de embriones maduros (cultivos SEM), e inmaduros de
maiz (cultivos SEI) de la raza Tuxpefio, y evaluar el efecto del medio condicionado en el
crecimiente de cultivos SEM asi como en la eficiencia de la maquinaria de sintesis de

proteinas y su relacién con la presencia de proteinas ribosomales 4cidas.

Objetivos particulares

1. Determinar la composicidn de un medio de cultivo que favorezca el crecimiento de los

cultivos celulares en suspension de maiz a partir de embriones maduros.

2. Evaluar el efecto de un medio condicionado (procedente de los cultivos SEl), sobre el

crecimiento los cultivos SEM

3. Evaluar el efecto del medio condicionado sobre algunas caracteristicas de la
maquinaria de sintesis de proteinas mediante ia evaiuacién del rendimiento ribosomal,
del contenido de proteinas en la fraccion posribosomal y de veiocidad de sintesis in vivo

de proteinas para los cultivos SEM, SEl y SMC.

4. Encontrar la relacién que pueda existir entre el crecimiento de los cultivos con  la
presencia de las PRAs en los ribosomas y el efecto del medio condicionado con la

velocidad de sintesis de proteinas.



Metas

1. Establecer cultivos de células en suspensidn de células de maiz provenientes de callos

generados a partir de embriones maduros (SEM).

2. Establecer cultivos en suspension de células generadas por callos de embriones
inmaduros (SEl) y de embriones maduros con medio condicionado (SMC), incubadas

en las condiciones elegidas para las procedentes de embriones maduros.

3. Determinar y depurar las técnicas de evaluacidn de crecimiento celular y respecto a la

magquinaria de sintesis de pro‘oeinas.
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1 MAlz

El maiz (Zea mays L.) se encuentra entre los cuatro cultivos més importantes del mundo.
La importancia del maiz es legendaria, el centro de origen y dispersion més probable es el
continente americano, donde los indigenas domesticaron e iniciaron ia seleccidn del maiz
contribuyendo relevantemente a la formacién de razas y variedades que se han
conservado a través del tiempo por los agricultores y han sido estudiadas y clasificadas
por los cientificos para su conservacién, mejoramiento y mantenimiento . Una de las
razas de malz mas explotadas comercialmente es la raza “Tuxpefo”, la cual es el
resultado de la hibridacién entre las razas Olotillo y Tepecintle, clasificadas dentro de las
mestizas prehistdricas. Las variedades de Tuxpefio se cultivan en las tierras bajas del

Golfo de México (Reyes-Castafieda, 1990).

E! maiz es una planta mondica de cultivo anual y con un periodo vegetativo muy corto.
Después de la fecundacidn, cada ovario se transforma en un fruto (caridpside), que lleva
en su interior una sola semilla. La estructura de la semilla de maiz esta conformada por
la testa, el endospermo y el embrién. El embrion esta formado por el escutelo (el cual
corresponde al cotileddn), y por el eje embrionario, (Ver lamina 1), el primero es la conexién
entre el endospermo y el eje embrionario, ademas de ser el encargado de absorber los
productos hidrolizados en el endospermo y transportarios hacia el eje embrionario en
crecimiento. El efe embrionario esta constituido por el hipocdtilo, el cual esté cubierto por
el coleoptilo; ésta estructura da origen a la hoja embrionaria, a la radicula y a la

coleorriza (Esau, 1977).
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Lamina 1. Corte longitudinal de una semilla de maiz completa.



11 Ubicacién taxondmica

Reino Plantag

Phylum Tracheophyta
Subphylum Ptarapsidae
Clase Angiosperma
Subclase Monocotiledéneae
Orden Graminales
Familia Gramineae

Tribu Maydeae
Género Zoa

Especie Zea mays L.

Tomado de Reyes- Castarieda, (1920)

2 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES (CTV)

El cultivo de células vegetales se basa en el principio de totipotencia celular, el cual
establece que toda célula somatica vegetal contiene el potencial genético vy fisioldgico

necesarios para generar un organismo completo (Thorpe, 1978).

La técnica de CTV consiste en el establecimiento in vitro de cualquier tefido vegetal bajo
condiciones asépticas y ambientales controladas, en medios nutritivos adecuados
(Berlin, 1966).

El uso de cultivos de céiulas, tejidos y protoplastos vegetales ha adquirido cada vez

mayor importancia en 4reas de investigacion tanto bésica, como aplicada. Estos



sistemas representan un suministro continuo y homogéneo de material vegetal en un
estadio fisiolégico uniforme para la investigacién a nivel fisiolégico y bioquimico, por lo
cual, estos sistemas contribuyen al conocimiento de los procesos metabdlicos y de

sintesis de muchas biomoléculas (Thorpe, 1978; Torres, 1988; Pollard y Walker, 1920).

El estudio de los procesos morfogenéticos y de diferenciacién celular se ha apoyado
considerablemente en la técnica de CTV (Langezaal y Scheffer, 1992). Mientras que la
obtencién de plantas libres de virus (Vasil, 1987), la conservacién de germoplasma
(Tomes, 1985) y la obtencién de metabolitos secundarios (Fujita y Tabata, 1987), son

otras de las miiltiples aplicaciones de esta técnica.

2.1 Tipos de Cultivos de Tejidos Vegetales

Existen varios tipos de CTV, y de acuerdo con la clasificacién propuesta por Thorpe en
1978 estos son: 1) Cultivo de callos, 2) Cultivo de células en suspension, 3) Cultivo de
érganos, 4) Cultivo de meristemos, 5) Cultivo de protoplastes, y 6) Cultivo de embriones.
A continuacién se describen los dos primeros dada su importancia en el presente
trabajo.

1) Cultivo de callos. Es obtenido por medio del aislamiento de érganos o tejidos
diferenciados, los cuales son llevados a una desdiferenciacion celuiar, mediante la
aplicacién exdgena de fitorreguladores del tipo de las auxinas y citocininas (Brown,
1990). Estos cultivos se caracterizan por presentar un crecimiento acelerado y una
apariencia desorganizada, los cuales dan como resultado a una masa amorfa de tejido

conocida como callo (Thorpe, 1978; Brown 1880).



En maiz se presentan tres tipos diferentes de callo. El primero es el callo Tipo |, el cual
es compacto, organizado y de lento crecimiento; el callo Tipo Il, es suave, friable y de
répido crecimiento. El tercero es el callo rizogénico en el que las calulas tienden a
diferenciarse en raices o estructuras similares (root-like structures). El callo tipo !l es

ideal para el establecimiento de cultivos de células en suspensién (Vain et al, 1989).

En las plantas regeneradas a partir de cultivo de callos, eventualmente se han
encontrado variaciones somaclonales y genéticas, tales como alteraciones que afectan el
nimero y la estructura de los cromosomas (Orton, 1984). Wang sugiere que las plantas
regeneradas a partir de embriones maduros de mafz son genéticamente méas estables

que aquellas que derivan de embriones inmaduros (Wang, 1987).

2) Cultivo de células en suspension. Estos cultivos son obtenidos al inocular

cailos de tipo Il en un determinado volumen de medio de cuitivo liquide y mantenidos en
agitacién constante. Estdn caracterizados por la homogeneidad morfoldgica y
bioquimica de sus componentes celulares (Torres, 19868; Damell et ai., 1990). Durante la
incubacién, la cantidad de células aumenta hasta alcanzar un punto méximo,
determinado como rendimiento del material celular. Si el cultivo es diluido (subcultivado)
en este punto, se repite el mismo patrén de crecimiento. Cuando el crecimiento celular
se evalla a través del tiempo de incubacién, se obtiene una curva de crecimiento, en la
cual se distinguen cuatro fases: reposo, exponenciai, estacionaria y de decaimiento. La
fase de reposo. es la respuesta inicial de las células a las condiciones de cultivo y no se
detecta divisién celular, esta (ltima, ocurre cuando el indculo se ha adecuado a dichas
condiciones preparandose asi a la divisibn ceiular. El proceso de division celular se lleva a
cabo en lo que se conoce como fase exponencial dentro la curva de crecimiento celular y
su duracién esta limitada por los componentes del medio de cultive, los cuales han sido
consumidos por el propio metabolismo celular. Cuando alguno o varics nutrientes dejan

de estar disponibles en el medio, la divisidn celular cesa y se inicia el alargamiento celular,



dando lugar a la fase estacionaria, en la que se registra la maxima densidad del cultivo y
esta sucedida por la fase de decaimiento caracterizada por muerte celular (Dodds y
Roberts, 1962). El periodo entre la iniciacién del cuitivo y la fase estacionaria, estd
determinado principalmente por la densidad inicial del cultivo, la duracidn de la fase de
reposo y la velocidad de crecimiento de la linea celular. Las densidades iniciales bajas,
prolongan la fase de reposo y la duracién de la fase exponencial (no su rendimiento), esto
se puede explicar por la ausencia o escasa presencia de las células llamadas “nodrizas”.
Se les llama células nodrizas a las células en division, durante éste proceso se liberan al
medio ciertos metabolitos que favorecen la division celular (Torres, 1968). A pesar de
las investigaciones realizadas en torno al factor condicionado, su naturaleza y
composicidn siguen sin conocerse (Bellincampi y Morpurgo, 1987). Se ha propuesto que
estos metabolitos pueden ser aminoacidos (Pollard y Walker, 1990). Sin embargo éste
factor condicionante no puede ser substituido por ningin fitorregulador (Bellincampi y
Morpurgo, 1987). De alguna manera, las células nodrizas acondicionan el medio y
estimulan el crecimiento del cultivo. La adicidn de este medio condicicnado a cultivos de
baja densidad incrementan su rendimiento (Moore, 1989). Se ha demostrade que las
suspensiones celulares diluidas se pueden dividir en un medio condicionado donde otras

células han crecido previamente (Bellincampi y Morpurgo, 1987).

El cultivo de células en suspensién es un modelo que ofrece suficientes ventajas a la
investigacion y es motivo de diferentes estudios. Trabajos previos, han demostrado que
ocurren cambios en los procescs fisioidgicos de los cultivos en suspensidn de réapido
crecimiento, tales como el metabolismo de 4cidos organicos, la sintesis de aminoécidos,
la respiracién y la sintesis de proteinas. En pruebas realizadas con cultivo in vitro de
rosa, se ha encontrado un decaimiento en el volumen ocupado por algunos componentes
celulares como el reticulo endoplasmice (ER) y los plastidios. Si consideramos que el ER
esta asociado con la formacion de polipéptidos y que los plastidios son el lugar de
sintesis de muchos aminoAcidos se puede reconocer la importancia de dichos

componentes en la sintesis de proteinas. Bajc condiciones in vitro, ¢ ha observado



primero, un decaimiento en la sintesis de proteinas seguido de un decaimiento en el

volumen ocupado por ER y plastidios (Bonnie etal, 1992).

2.2 Requerimientos nutricionales en los Cultivos de Tejidos Vegetales

Los avances en la técnica de CTV estan estrechamente correlacionados con los
progresos en la investigacion sobre los requerimientos nutricionales de las células. El
medio nutritivo utilizado en CTV debe proveer a las células de iones inorganicos, una
fuente de carbono (usualmente sacarosa), la aplicacién de ciertos componentes como
vitaminas, aminoacidos y reguladores de crecimiento. Los componentes del medio de
cultivo para callos y células en suspensidn se pueden integrar en dos grandes grupos:

componentes organicos y componentes inorganicos (Hurtado y Merino 1987).

2.2.1 Componentes inorganicos
Macronutrientes: indispensables para el crecimiento de la mayoria de los cultivos
celulares, dichos nutrientes son requeridos en cantidades relativamente grandes (sales

de nitrégeno, potasio, calcio, magnesio y azufre).

Micronutrientes: son escenciales alnque en cantidades menores para el crecimiento

de las células (sales de hierro, manganeso, zinc, boro y cobalto).

12



2.2.2 Componentes orgénicos

Se encuentran en la composicién de la mayoria de los medios de cultivo y podemos
clasificarlos en tres grupos: a) carbohidratos, b) vitaminas, c) ciertos compuestos

nitrogenados (Hurtado y Merino, 1987).

a) Carbohidratos. La mayoria de los CTV son heterétrofos, dada la incompetencia
fotosintética de los tejidos, por lo que se hace necesario suplementarlos con una fuente
de carbono (George y Serrington, 1984; Brown, 1990). La sacarosa y la glucosa inducen
un mayor crecimiento de los cultivos, aunque eventualmente se utiliza la fructosa como
fuente de carbono (Fowler et al, 1982). Los niveles de carbonidratos requeridos por los
cultivos de teiidos vegetales estan relacionados con los procesos morfogenéticos (Bonga

y Yon Anderkas, 1991).

b) Vitaminas. Las vitaminas son sustancias requeridas por las células para cumplir o
llevar a cabo ciertas reacciones cataliticas escenciales en el metabolismo, ya que actiian
como cofactores de la mayoria de las enzimas. La combinacién de vitaminas propuesta
por Murashige y Skoog ha sido amplia y exitosamente usada en CTV (George y
Serrington, 1964).

¢) Compuestos Nitrogenados. Estos compuestos proveen a las células vegetales
de una fuente inmediata de nitrégeno (N), que eo utilizada mds rapidamente que el N
inorganico; una fuente de nitrdgeno reducido estimula la divisién de protoplastos y de
células en cuitivo. Diversos trabajos han sefalando la importancia de P aplicacién de
aminoAcidos para el crecimiento y la morfogénesis in vitro de los cultivos vegetales

(George y Serrington, 1954).



2.3 Fitorreguladores en Cultivo de Tejidos Vegetales

El control del crecimiento vegetal estd regulado por las hormonas vegetales
(fitorreguladores), los cuales pueden definirse como aquellas sustancias orgénicas que
s0n activas en concentraciones minimas (del orden de 10° M o menos), que se sintetizan
en una parte especifica de la planta, y que generalmente se translocan a otro sitio, en
donde producen las respuestas bioquimicas relativas al crecimiento y diferenciacién de

los tejidos y drganos con los cuales se ponen en contacto (Moore, 1969).

Se conocen cinco tipos de fitorreguladores que controlan el crecimiento y desarrollo de
las plantas, los cuales han sido clasificados por su naturaleza quimica y por los efectos
fisiolégicos en los que estén involucrados. Estos fitorreguladores son los siguientes:
giberelinas, citocininas, etileno, 4cido abscisico y auxinas (Bewley y Black, 1994). Entre

estos, las auxinas y las citocininas son ampliamente utilizados en la técnica de CTV.

La naturaleza del desarrolio vegetal requiere que las plantas regulen continuamente ia
divisidn y el alargamiento celular, en respuesta a sefiales genéticas, asi como a una
amplia variedad de factores ambientales. Muchos estudios fisioldgicos han demostrado
que los fitorrequladores del tipo de las auxinas y las citocininas, tienen funciones
fundamentales en la regulacién del crecimiento vegetal. Ambos compuestos son
aparentemente escenciales para el crecimiento de celulas en cultivo. La organogénesis
en cultivo de tejidos es modificada per los cambios entre las concentraciones de auxina y
citocinina (Hobbie et al, 1994). La rizogénesis y la embriogénesis son procesos de
diferenciacion celular que se promueven al incrementar las concentraciones de auxinas
con respecto a las citocinings, en cambio al invertir estas concentraciones y aumentar ia
de citocininas con respecto a la de auxinas e induce al tefidu vegetai a la formacidn de
brotes adventicios. El estado de desdiferenciacion celular depende aei balance entre ias

concertraclones de estos fitorreguiadores (Faknrai y Fakhrai, 1990). Experimentos
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realizados con aplicaciones exégenas de auxinas y citocininas, han demostrado que cada
uno de estos fitorrequladores puede modificar draméticamente el crecimiento y
desarrollo de la planta, y que estos tienen funciones antagdnicas (Li et al, 1991). A pesar
de su importancia, alin se sabe muy poco acerca de los mecanismos de accién de estos

fitorreguladores a nivel molecular (Hobbie et al, 1994).

2.3.1 Auxinas

Las auxinas estan involucradas en diferentes aspectos en el crecimiento y desarrollo de
una planta, en los que estén incluidos el fototropismo, el gravitropismo, el alargamiento,
la diferenciacién vascular, asi como en la formacién de ramificaciones laterales en tallos

y raices (Droog et al., 1993; Abel et al.,, 1994).

En los tejidos tratados con auxinas se estimula la sintesis de DNA, RNA y de proteinas,
lo que permite la proliferacion celular (Thorpe, 1978). En general, todes los cultivos
celulares necesitan un suministro exdgeno de auxina para un continuo crecimiento

indiferenciado (Everett etal, 1981).

El Acido indolacético (AIA) es la principal auxina natural en plantas superiores. Sin
embargo hay muchos compuestos sintéticos que pueden llamarse auxinas, ya que su
accién fisioldgica es similar a la del AlA (Moore, 1289). En la planta, las auxinas se
encuentran en mayor concentracién en los tejidos meristematicos y esta concentracion

disminuye al alejarse de éstos (Deviin et al, 1987).

Los efectos de las auxinas ge dividen en dos categorias en funcion del tiempo de
repuesta: las que ocurren rapidamente después de la exposicion a la auxina, como la
deformacién y ¢l alargamiento de la pared celular y las respuestas de largo plazo como la

divisién y la diferenciacién celulares (Jacobs y Ray, 1978).



Uno de los efectos de las auxinas mejor estudiados es el rapido alargamiento en
secciones de tallo, hipocotilo y coledptilo. De acuerdo a la hipétesis de crecimiento acido
propuesta por Raylen, Hager y Cleland en 1976 (citada en Cleland y Rayle, 1978), el
alargamiento celular en secciones de tallo, es debido a la acidificacion de 'z pared celular
inducida por las auxinas, las cuales inducen alguna manera, la pérdida de la pared celular
permitiendo la expansién celular debido a la turgencia (Cleland y Rayle, 1978). Se ha
postulado que posiblemente |a accién de una ATPasa localizada en la memporana, actla
como una bomba de protones, causando la acidificacion de la pared celular. El
incremento de H” debilita los enlaces no covalentes entre los polimeros de xiloglucanos y
las microfibrillas de celulosa de la pared celular (Cleland, 1976). De esta manera, las
auxinas promueven la excrecién de protones en la célula reduciendo el pH de la matriz de
la pared provocando la pérdida de la pared celular (Cleland y Rayle, 1975). For esto,
puede decirse que los iones hidrogenc actian como sequndos mensajeros de !as auxinas

(Cleland, 1968; Yi et al., 1996).

Esta hipdtesis tiene algunas deficiencias, ya que la sintesis de RNA y de proteinas
inducidas por auxinas es casi inmediata a su adicion, mientras que las enzimas
involucradas en la degradacion y sintesis de la pared ceiuiar tiene un periodo de retraso
en su aparicién (Baulcombe y Key, 1980). Por otra parte se han encontrado que otras
sustancias, como la fucosina o la simple acidificacién del medio que pueden producir el

efecto de elongacion ael tejido blanco, al menos por un tiempo (Jacobs y Ray, 1976).

A nivel molecular, el papel de las auxinas aln no es claro; se ha reportado que estimulan
la sintesis de rRNA (Guilfoyle. 1980), asi como de mRNA para proteinas ribosomales
(Gantt y Key, 1985). También ce nha observaac que alteran el patrén de las proteinas
sintetizadas en los tejidos estimulados con este tipo de fitorregu'adores. Ademas, ia
accion de las auxinas ha sido asociada con los cambios en el estado de fosforilacién de

proteinas celulares (Pérez et al, 1980).



Se han reportado numerosos ejemplos de cambios en la actividad de los canales idnicos
debido a la presencia de auxinas (Marten et al, 1991). Cambios en el pH citoplasmico han
sido detectados en respuesta a la aplicacién exbgena de auxinas; diferentes trabajos
sefialan que el efecto de acidificacion citoplésmica puede ser invertido produciendo una
alcalinizacién al incrementar la concentracion de auxinas minutos después de ser
aplicadas (Gehling et al, 1990). En cuanto al papel que presentan en la fosforilacién de
proteinas, se ha demostrado en Amabidopsis, que la auxina activa a la cinasa que fosforila
a la MAP cinasa, la cual regula varios sustratos incluyéndo a aquellos que participan en
la divisién celular (Jonak et al, 1994). For otra parte, se sabe que las auxinas regulan
muchos de los genes involucrados en la divisién y diferenciacién celular, las auxinas
inducen cambios en la actividad de ciertos genes, los cuales podrian ser parte de una
ruta general de control de crecimiento y metabolismo; dichos genes son generaimente
inducidos en un periodo de horas después de la adicion de las auxinas (Hobbieet al, 1994;
Napier y Venis, 1295).

2.5.2 Citocininas

Las citocininas fueron identificadas por primera vez por Skoog y Miller como un factor
escencial para la divisién celular de tejidos en cuitivo (Skoog y Miller, 1957;. Estudios
subsecuentes han sugerido que las citocininas participan en una amplia variedad de
procesos de desarrolllc como morfogénesis, biogénesis de cloropiastos y senescencia
(Raminek, 1992). Ademas muchos experimentos han demostrado que las auxinas y las
citocininas interactian para regular varios procesos de crecimiento y desarrolle tales
como la organogénesis en cultivos de tefidos y en la dominancia apical en plantas

completas (Skoog y Miller, 1957).

El nombre genérico de las citocininas es empleado para aquellas sustancias auimicas

que pueden estimular la divisidn celular o citocinesis. Casi todas las citocininas



conocidas, tanto naturales como sintéticas, son derivados de la adenina, en los cuales el
grupo amiro lleva determinados sustituyentes en ia posicién & (Hurtado y Merino, 1987

McGaw, 19868).

La actividad de las citocininas en la divisidn celular, estd asociada a la molécula de
adenina. En las citocininas sintéticas como BA y cinetina, ésta molécula presenta un
anillo purinico intacto y un sustituyente ciclico en la posicidn N°. Aparentemente es
esta dimension molecular masiva del sustituyente la que confiere a las citocininas una
mayor actividad. Para otras citocininas la actividad esta determinada por la longitud de
la cadena lateral sustituyente y por su grado de saturacidn. En citocininas como la
zeatina y 2ip, los sustituyentes son cadenas de cinco carbonos no saturadas (Ver
lAmina 2). Entre las citocininas sintéticas se ha probado que la eficiencia de BA y de 2ip

es mayor que la de cinetina (Matsubara, 1990).

Los efectos de las citocininas en la expansion celular estan acompafiados por la
extrusidn de protones del tejido. incrementando asi el potencial eléctrico transmembranal
(Zeroni y Hall, 1980).

Las citocininas por otra parte, incrementan el contenido de proteinas (Tepfer y Foslet,
1978), y la actividad de algunas enzimas como endopeptidasas, pirofosfatasas, fosfosnol
piruvato carboxilasas (Karavaiko et al, 1978), RNA polimerasa (Kulaeva, 1961) y DNA
polimerasa (Véazquez y Reyes, 1990). También incrementan la tasa de viogénesis de
cloroplastos y la sintesis de la ribulosa bifosfato carboxilasa (Harvey et al., 1974).
Ademas de adelantar los ciclos celulares y la sintesis replicativa de DNA (Reyes et al.,

1991).

Se ha propueste un amplio nimero de posibles mecanismos de accién de las citocininas.

Debido a que se les ha encontrado unidas a los tRNA, cerca de la posicion del anticodén,
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se ha sugerido que actian sobre el metabolismo de las proteinas a nivel de la traduccion

(Thomas, 1977).

Bhattacharya y Roy en 1969 demostraron los efectos de las citocininas en la sintesis
de proteinas. Se ha encontrado que las citocininas estimulan la sintesis de proteinas y
de RNA en hojas de tabaco (Zeroni y Hall, 1980). Otros trabajos han demostrado que
las citocininas se unen a los ribosomas 0S; en pruebas posteriores, se ha encontrado
una considerable cantidad de proteinas que reconocen a las citocininas (Cytokinin
Binding Protein, CBP), asociadas a los ribosomas; asi mismo se¢ ha demostrado que las
citocininas incrementan la velocidad de incorporacion de aminoécidos marcados a las
proteinas sintetizadas, esto sugiere que puede haber una influencia directa sobre los

elementos del aparato traductor (Takegami y Yoshida, 1977).

La accién de las citocininas a nivel molecular es desconocido. Al igual que otros
fitorreguladores, se piensa que las citocininas interactian con un receptor protéico
especfifico iniciando una cascada de transduccion de sefales que finalmente daria los
cambios en la expresidn genética. Se han identificado muchas proteinas que interactian
con las citocininas (CBP), pero hay muy pocas evidencias acerca de como estas

proteinas actan como receptores (Palme, 1993).

2.4 Cultivo in vitro de maiz

Alin cuando se ha reportado el establecimiento de cultivos de tejidos para la mayoria de
loe cereales, la capacidad de manipuiar estas especies a nivei celular de manera

consistente y practica sigue siendo un reto (Armstrong y Green, 1985).

La regeneracion de plantas de maiz a partir de cultivos in viro se ha logrado

principalmente a partir de callos derivados del embridn inmaduro (Green y Phillips, 1975),



de anteras (Ting et al., 1981, citado por Wang, 1987), glumas (Suprasanna et al., 19866),
espigas inmaduros (Rhodes et al, 19868), de hojas (Chang, 1983), de mesocétilo (Harms et

al, 1976) y de segmentos de plantulas (Santos y Torne, 1966).

Para la obtencién de callos friables de maiz se han utilizado principalmente embriones
inmaduros como explante, cuya capacidad embriogénica ha sido demostrada en diversos
trabajos (Armstrong y Green, 1985), aunque en tejidos maduros (como embriones
maduros) se ha visto bastante reducida esta capacidad embriogénica (Dolezelova et al.,
1992). El estado fisioldgico de los embriones de maiz es una caracteristica muy
importante para evaluar 1a velocidad de respuesta de estos tejidos a las condiciones de
cultivo; los embriones inmaduros de maiz presentan una elevada actividad metabdlica en

relacién al estado quiescente de los embriones maduros (Wang, 1957).

Hasta la fecha todos los tejidos usados como explante son obtenidos a partir de
plantas vivas, lo cual requiere tiempo y espacio para crecer la planta. La utilizacién de
embriones maduros para éste propdsito, permitiria prescindir de dichos requerimientos
ya que éste material bioldgico puede ser almacenado en un espacio reducide y por un

tiempo considerable (Wang, 1287).

El establecimiento de células de maiz en suspension ha enfrentado diferentes problemas
en los que estan inciuidos la friabilidad del callo inoculado, la tendencia de las células a
diferenciarse en raices o en estructuras parecidas s las raices (root-like structures), lo
que ge traduce en una reduccién en la capacidad de regeneracidn. El desarrollo de callos
friables permite una suspensién con rapido crecimiento y una buena dispersién en las

células de maiz reduciendo la competencia por espacio y nutrientes (Green, 1952).
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3. SINTESIS DE PROTEINAS (5P)

La sintesis de proteinas es uno de los mecanismos biosintéticos mas complejos. y
consume aproximadamente el 90% de la energia quimica usada para todas las reacciones

biosintéticas de una célula (Lehninger et al., 1993; Lewin, 1993).

La velocidad de sintesis de proteinas esta relacionada con el estado metabdlico de la
célula; por ejemplo, la fecundacién, la mitosis, la deficiencia de nutrientes, el estrés, y los

tratamientos hormonales alteran la sintesis de proteinas (Lewin, 1993).

La sintesis de proteinas es ur proceso constituido por una serie de eventos escenciales
para la vida tanto en células procariontes como en organismos superiores. For ser de
gran importancia, este proceso debe ser controlado molecular y metabdlicamente en
cada una de las etapas de la sintesio de polipéptidos. En la sintesio de proteinas estan
involucrados los tres tipos de RNA, el RNA ribosomal (rRNA), el de transferencia (tRNA)
y el mensajero (mRNA). El mRNA contiene la informacién genética para la sintesis de
una proteina. Hay tres tipos de rRNA en procariontes: 55, 165 y 235 y cuatro en
eucariontes 59, 5.65, 1865 y 269, los cuales se encuentran formando parte constitutiva
del ribosoma junto con las proteinas ribosomales. El tRNA es la moiécula adaptadora en
la traduccion de! mensaje y contiene el anticoddn, triplete que recoroce ai codén
correspondiente en el mRNA (Lewin, 1993; Lehninger et ai,1993; ). Los ribosomas son los
principales componentes celulares involucrado en la sintesis de proteinas y el sitio fisico
donde se reinen las proteinas necesarias para la reaiizacidn de este proceso (Lewin,
1993).

3.1 Ribosomas

Se encuentran aproximadamente 20 OO0 ribosomas por célula y constituyen la cuarta
parte de la masa celular. El tamafo de los ribosomas depende del organismo, en



eucariontes estas particulas son mayores que en los procariontes. For su velocidad de
sedimentacién se clasifican en 805 en eucariontes y 705 en procariontes; dado que los
ribosomas se encuentran divididos en dos subunidades desiguales, una mayor y otra
menor se ha determinado de la misma manera a la subunidad mayor como ©0S en
eucariontes y 505 en procariontes y a la subunidad menor como 405 y 305
respectivamente (Lewin, 1993).

Los ribosomas son macromoléculas compuestas por Aacidos ribonucléicos (RNA) y
proteinas. En eucariontes la subunidad mayor contiene aproximadamente 47 proteinas
ribosomales diferentes y tres moléculas de rRNA 55, 285 y 5.85. La subunidad menor
contiene un sdlo tipo de rRNA, el 185, ademas de 30 proteinas ribosomales
aproximadamente (Lewin, 1993), (Ver lamina 3)

Los ribosomas de todos los organismos estén divididos en dos regiones funcionales: el
dominio de traduccién que comprende cerca de las dos terceras partes de la estructura
del ribosoma, y el dominio de salida; estos dominios se encuentran cerca de los extremos
opuestos del ribosoma. El dominic de traduccién comprende la cabeza, la plataforma de
la subunidad menor y el tallo (Hill o al, 1920). El tallo es uno de los aspectos mas
caracteristicos en la estructura de la subunidad mayor, es una protuberancia lateral
muy flexible formada por un complejo pentamérico de proteinas compuesto por dimeros
de las proteinas L12 y L7, asociados a una copia de L10 en bacterias; en eucariontes
este tallo estd constituido por las proteinas Pl y P2 dispuestas también en dimeros,
asociadas a una copia de FO (Ballesta y Remacha, 1996).

La funcién bioldgica de los ribosomas es compleja en eventos tales como el
reconocimiento entre el coddn del MRNA y el anticoddn del tRNA, la captacion del mRNA,
la unién de los amincacii-tRNAs especificos, la formacion de enlaces peptidicos y la
transposicion fisica del rivosoma a lo largo del mRNA (Lewin, 1993).

Los ribosomas se unen al mRNA en ¢ cerca del extremo 5 del coddn de inicio; leyendo un
codédn a la vez y moviéndose hacia el extremo 3 a lo largo del mRNA hasta completar la
sintesie secuencial de la proteina. La transposicidn de los ribosomas a lo largo del
mRNA, se da por un proceso mecanoquimico dependiente de GTP (Stryer, 1928). Una
molécula de mRNA se asocia con varios ribosomas, formando asi los polisomas (Steiner y
Pomerantz, 1981). El tamafio del polisoma depende de la longitud del mensajero y de la
frecuencia de ribosomas unidos a éste; en promedio hay & ribosomas unidos (en
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diferentes posiciones sobre el mRNA) simultaneamente (Lewin, 1993). Cada ribosoma
sintetiza un sdlo polipéptido. El mensajero en organismos eucariontes generalmente
codifica para una proteina (monocistrénico), mientras que para procariontes se
encuentra el molde para varias proteinas (policistrénico) (Lewin, 1993).

En las células de eucariontes algunos ribosomas estén libres en el citosol, mientras que
otros estén unidos a un extenso sistema membranoso llamado reticulo endoplasmico
(ER) que abarca aproximadamente la mitad del total de la membrana celular. La regidn a
la que se unen los ribosomas se llama ER rugoso por medio de la subunidad mayor
(Dahlberg, 1989).

La formacién de ribosomas es un proceso que responde a la variacién en el nivel de los
nutrientes celulares, a los diferentes estados de desarrollo celular y a la presencia de
requladores de crecimiento y hormonas. Se ha sugerido que existe una estrecha relacion
entre la proliferacién celular y la formacién de ribosomas (Lewin, 1993).

3.2 Proteinas ribosomales acidas (PRAs)

La mayoria de las proteinas que constituyen al ribosoma son proteinas basicas, sin
embargo, la presencia de algunas proteinas acidas es una caracteristica universal de los
organismos de los tres dominios, arqueobacterias, eubacterias y eucariontes {Bermejo et
al., 1994). Dichas proteinas se caracterizan por tener un punto isoeléctrico entre 3 y 4
y una masa molecular de aproximadamente 12 a 16 kDa (Ballesta y Remacha, 1996).

Las proteinas acidas se encuentran en la subunidad mayor de los ribosomas formando
una protuberancia lateral flexible llamada tallo (Ver laminad). Se ha propuesto que este
tallo participa durante la sintesis de proteinas, en la interaccién entre ios factores de
elongacion y el ribosoma. Los componentes correspondientes al tallo de los ribosomas
eucariontes muestran caracteristicas similares a sus contrapartes en procariontes y se
ha aceptado que juegan una funcién analoga sobre |a maquinaria basica de sintesis de
proteinas, (Ballesta y Remacha, 1896).

Las proteinas Acidas del ribosoma han sido denominadas de diferentz manera
dependiendo del organismo en estudio; en este trabajo estas proteinas sc4 llzmzaas

siguiendo la clasificacién propuesta por Wool y colaboradores (1991), dorae -e sugiere
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asignarlas como proteinas A en procariontes y como proteinas P en eucariontes. Las
primeras estan representadas por ias proteinas L7 y L12 y son andlogas a P1 y P2
encontradas en eucariontes (Wool et al., 1990).

Las proteinas A y P ribosomales tienen propiedades fisicoquimicas y pesos moleculares
similares, y parecen tener la misma funcidn en |2 sintesis de proteinas. Las proteinas P
difieren de las proteinas A en que las primeras estan codificadas en genes
independientes (Ballesta et al., 1993), mientras que las A (L7/L12) estan codificadas en el
mismo gene y sdlo hay cambios a nivel postraduccional, (Payo et al, 1995). Entre estas
protéinas ribosomales 4cidas, sdlo las proteinas P se fosforilan en el ribosoma y
aparentemente es esta modificacidn la que permite su integracién a la subunidad mayor
durante el ensamblaje de los ribosomas (Bermejo et al, 1994). Un nlimero considerable de
proteinas P se encuentra en el citoplasma y son intercambiables con las presentes en el
ribosoma, mientras que en células procariontes las proteinas A se encuentran asociadas
al riosoma (Ballesta et al., 1993).

Las proteinas P que se encuentran en el citoplasma se incorporan al ribosoma, después
de iniciaree la traduccion del mensaje, y son liberadas nuevamente cuando el ribosoma
deja al mensajero después de la terminacién. Este intercambio estéd mediado por la
fosforilacién de las proteinas 4cidas; se ha demostrado que esta modificacién afecta la
afinidad de estos péptidos por el ribosoma drasticamente (Saenz-Robles et al., 1990).

El extremo carboxilo es muy similar en todas las proteinas F de los organismos
eucariontes; el alto grado de conservacién de esta estructura sugiere que tiene una
funcién importante, debido a que queda aparentemente expuesta al medio externo,
probablemente interactla con los factores de elongacién. La eecuencia de los 17
aminoacidos del extremo carboxilo de las proteinas FO, P1y P2 son casi idénticas y esté
altamente conservada entre las especies (Hasler et al, 1991).

La proteina PO fue reportada por primera vez en ribosomas de pollo como una proteina
no acida con una masa molecular de 40 kDa, la cuz! reaccionaba con los anticuerpos
especificos para Pl y P2 (Towbin, 1982, citado -n Ballesta y Remacha, 1996).
Posteriormerte la protéina PO se ha encontrado en los ribosomas de otros eucariontes
(Ballesta y Remacha, 1996).
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La cercana relacién funcional y estructural entre las proteinas P 4cidas con la proteina
PO lleva a considerar que PO puede también estar implicada en los mecanismos de
regulacion en los que las proteinas P parecen participar (Santos y Ballesta, 1994).

Dada la similitud entre las secuencias de FO y L10 no es sorprendente que se proponga
una homologia funcional entre ambas; PO es méas grande que L10 y tiene una prolongacion
en el extremo carboxilo cuya secuencia de aminoacidos es muy similar a la presente en
las proteinas acidas Pl y P2. Esta estructura sugiere una fusion entre una proteina
parecida a L10 (L10-like) y una proteina acida. La proteina PO se une directamente con
el rRNA en el domino GTPasa; esta interaccidn es mucho mas fuerte que en los
ribosomas bacterianos (Ballesta y Remacha, 1996).

En bacterias se ha demostrado que los dimeros de L7 y L12 interactiian con el extremo
carboxilo de la proteina L10 logrando un pentamero extremadamente estable (Ver lamina
5). Este complejo (L7/L12)s-L10 se une a través del dominio amino de L10 al 235 rRNA,
dejando el extremo carboxilo expuesto hacia el citoplasma fermando la sefial (pit) del
tallo. La posicidn del sitio de unién del pentamero al rRNA 235 esta comprendida entre
las posicibénes 1000 y 1200 de la secuencia nucleotidica del rRNA 235 y ests altamente
conservada en los ribosomas de todas las especies. Esta region del rRNA 23 S se
sobrelapa con el dominio GTPasa. Este sitio es responsable de las reacciones
hidroliticas traduccionales dei GTP asociadas a las reacciones de elongacién de la
cadena peptidica y es un sitio importante para el reconocimiento de los factores de
elongacién (Ballesta y Remacha, 1996). En eucariontes se ha demostrado que las
proteinas P Acidas también forman una estructura pentamérica, llamada complejo P, el
cual consiste en la unidn de los homodimeros formados por P1y P2 unidos a PO por su
extremo amino terminal (Hasler et al, 1991; Santos y Ballesta, 1994). Esto sugiere una
similitud funcional entre PO y la proteina bacteriana L10.

Las PRAs, en contraste con el resto de las proteinas estructurales del ribosoma, estén
presentes en mas de una copia por ribosoma (Payo et al, 1925). Se ha demostrado que la
cantidad de PRAs presentes en el ribosoma no es constante y que depende del estado
metabdlico de la célula (Saenz-Robles et al, 1990).
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3.2.1 Fosforilacidon de Proteinas Ribosomales

La fosforilacién es un tipo de modificacion covalente, reversible, que regula la actividad de
muchos enzimas y otras proteinas. Las proteinas que catalizan esta reacciones son las
protéinas cinasas, las cuales transfieren un grupo fosfato de un nucledtido trifesfatado
a residuos aminoacidos como la serina, treonina o tirosina. Las proteinas fosfatasas
revierten el efecto de las cinasas catalizando la hidrdlisis de los grupos fosfato unidos a
las proteinas. Las cinasas especificas fosforilan a una sola proteina y las cinasas
multifuncionales fosforilan a varias proteinas semejantes entre si. Esta bien establecido
que la fosforilacion y defosforilacién de proteinas es un importante mecanismo de
regulacién de la actividad celular en respuesta a una amplia variedad de estimulos tanto
internos como externos (Stryer, 1968).

Entre las proteinas fosforiladas, se han reportado algunas proteinas ribosomales en
levaduras incluidas las proteinas acidas del ribosoma (Ballesta et al, 1993). A diferencia
de las proteinas ribosomales 4cidas asociadas al ribosoma, las proteinas P presentes en
el citoplasma no estén fosforiladas (Ballesta y Remacha, 1996). En Saccharomyces
cerevisiae s¢ ha reportado que la serina es el (nico aminoécido modificado y que sélo un
grupo fosfato se incorpora por proteina; en mamiferos se ha encontrado que las
proteinas Pl y P2 estdn multifosforiiadas en los ribosomas (Wool et al, 1991). Esta
modificacion parece causar draméiticos cambios estructurales los cuales afectan la
afinidad de estos péptidos por el ribosoma. La fosforilacién de Pl y P2 permite su
ensamblaje al ribosoma. El intercambio entre las PRAs citoplasmicas y el ribosoma, muy
probablemente se da a través de un proceso activo de fosforilacién y defosforilacién
relacionado con la poblacién de proteinas P presentes en el ribosoma (Saenz-Robles et al,
1990).

La ubicacién del sitio de fosforilacion se encuentra en el extremo carboxilo de las
proteinas acidas, en dicho sitic se encuentra un grupo de residuos aminoicidos 4cidos
rodeando los sitios potenciales de fosforilacidn, ubicados en las serinas 102 y 105; esta
secuencia corresponde al consenso de reconocimiente para las casein cinasas tipo i (CK
Il) (Hasler ot al, 1991); aunque se han reportado varias proteinas cinasas capaces de
fostorilar in vitro 2 las PRAs. En S cerswisias |a Casein cinasa tipo li, fosforiia a P1, P2 y a
PO, sin embargo, una cinasa purificada de maiz sdlo fosforila a P2 (Sepllveda et al, 1995;
citado en Ballesta y Remacha, '996), sugiriendc la ewstencia de protelnas-cinasas
especificas para cada proteina P (Ballesta y Remacha, 1996).



Las protéinas 4cidas del ribosoma pueden ser consideradas como resultado de un
reciente evento evolutivo, debido a que al igual que los factores de elongacion, no son
componentes escenciales de la maquinaria basica de sintesie de proteinas. (Ballesta et
al, 1993). Los ribosomas son capaces de participar en la sintesis de proteinas en
ausencia de las proteinas acidas, aunque el proceso de sintesis en estas condiciones, es
mucho menos eficiente y al parecer, la traduccién de los mRNA es desigual, afectando
mas a unos mensazjeros que a otros (Ballesta y Remacha, 1996).

3.3 Traduccién

La sintesis de proteinas o traduccién, es un proceso en el que el alfabeto de Acidos
nucléicos, constituido por cuatro letras que corresponden a las cuatro bases
nitrogenadas se traduce al alfabeto de 20 aminoacidos de las proteinas (Stryer, 1988).
La informacién genética especifica para cada una de las proteinas se encuentra
organizada en los codones transcritos del molde de DNA en el RNA mensajero (Lehninger
et al., 1993).

El proceso de traduccién pasa por diferentes etapas, cada una de las cuales esté
caracterizada por la presencia de factores especificos (Lewin, 1993).

3.3.1 Activacién de Aminoacidos

Es la primera etapa de la traducciér y ocurre en el citosol; consiste en la unién covalente
de cada aminoacido a su respectivo RNA de transferencia (tRNA); esta reaccién es
catalizada por las aminoacil-tRNA sintetasas dependientes de Mg™*, a expensas de la
energia proporcionada por el ATP (Lehninger ot al, 1993). Los aminodcidos una vez
activados, son transportados a los ribosomas por las moléculas de tRNA especificas
(Stryer, 1988).

3.3.2 Iniciacién

Es la sequnda etapa del proceso de traduccidn y se da cuando el mRNA se une a la
subunidad menor del ribosoma. La seleccion dei mensajero y su unién al ribosoma estan
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promovidas por los factores de iniciacién (IF); en eucariontes se conocen nueve factores
de iniciacién (elF) (Lehninger et al, 1993). La unién entre el mensajero y la subunidad
menor del ribosoma se da por la secuencia “cap” presente en el extremo 5° del mRNA
reconocida por el factor elF-4E el cual forma parte del factor de iniciacién multimérico
elF-4F, en el que también se encuentra el elF-4A cuya funcidn consiste en relajar la
estructura secundaria del mensajero (Lewin, 1993).

La tarea esencial llevada a cabo en el proceso de iniciacién es la orientacién del
aminoacil-tRNA en forma tal que el cddigo de tripletes del mRNA sea leido en el marco
apropiado. El reconocimiento del coddn de iniciacién es dirigido por la informacidn
contenida en el mRNA y la subunidad 405, actuando sincronizadamente con tres
factores de iniciacion elF\, elF2 y elF3. El complejo de iniciacion se forma gradualimente;
primero |a subunidad 405 forma con el factor elF3 un complejo binario, el cual se une a
determinada regién del mRNA ubicada hacia el extremo 5 en donde se encuentra el
codédn de inicio AUG (Metionina). Una vez establecido el complejo 405-elF3-mRNA, se
promueve la unidn del metionil-tRNA la cual es dirigida por el factor elF2 y el GTP. El
complejo elF2-GTP se une al complejc mRNA-40S ayudado por el factor elF1 y
acompafiado de la liberacién de elF3. El ensamblaje de la subunidad 605 al complejo
mRNA-405-¢lF2-GTP completa la formacién del complejo de iniciacion 805 déndose
simultdneamente la hidrdlisis de GTP a GDP y Pi y la lieracién de los factores elf2 y
elF1(Stryer, 1988; Lehninger et al., 1993; Lewin, 1993).

Los sitios que son reconocidos por los tRNAs en el ribosoma son el sitic peptidilo (P) en
el que el peptidil-tRNA transfiere el grupo carboxilo esterificado y el sitio aceptor (A) al
cual se une el aminoacil-tRNA entrante. El aminoacil-tRNA correspondiente al codon de
inicio AUG (Met-tRNA) ee une al sitio P (peptidilo) de la subunidad mayor por ia
hidrdlisis de GTP y la subsecuente liberacion del IF2 en forma de IF2-GDP. E! tRNA es
liberado y la unidad metionina activada se une al grupo amino del aminoacil-tRNA situado
en ¢l sitio A. Esta reaccién es catalizada por la actividad peptidiltransferasa, localizada
en la subunidad mayor dei ribosoma (Steiner y Pomerantz, 1981). Se encuentran dos
tipos de tRNA especificos para metionina en todos los organismos; un tRNA es usado
exclusivamente cuando AUG representa el codon de inicio para la sintesis de proteinas
(fMet-tRNA en bacterias y Met-tRNA; en eucariontes) y el otro es usado cuando Iz
metionina és transferida hacia una posicion interna de la cadena peptidica (Met-tRNA)
(Lehninger ot al.,, 1993).
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3.3.3 Elongacion

La elongacién es el crecimiento de la cadena polipeptidica y e da por la adicién
consecutiva y precisa de aminoacidos. La elongacién necesita del complejo de iniciacién,
del siguiente aminoacil-tRNA, especifico para el siguiente codén del mRNA y de ciertas
proteinas citoplasmicas solubles (tres en eucariontes), llamadas factores de elongacion
(EF-1a, EF-1b y EF-2) y de GTFP (Lehninger et ai, 1993). Las proteinas Acidas del
ribosoma (FPRAs) participan en esta fase del proceso de sintesis de protéinas al
interaccionar con los factores de elongacion.

Cada paso en el proceso de elongacién requiere 1) la unidn dirigida por codones de
aminoacil-tRNA (anticodén) hacia un sitio de unién (sitio A) del ribosoma, el cual en el
primer pasc es adyacente a otro sitio ocupado por Met-tRNA; (sitio P), y que en los
pasos sucesivos es ocupado por peptidil-tRNA; 2) la formacién de enlaces peptidicos
entre metionil-tRNA o peptidil-tRNA y el aminoicido recientemente unido y 3) la
translocacién del mRNA y el peptidil-tRNA recientemente sintetizado al sitio ocupado
por el tRNA liberado. En este paso estan implicados la liberacién del tRNA desactivado y
la orientacién del ribosoma, de tal forma que el siguiente codén del mRNA sea capaz de
dirigir la unién del anticodén presente en el tRNA especifico (Lehninger ot al., 1993).

La elongacién es un proceso ciclico que s¢ repite hasta encontrar el coddén de término o
sin sentido.

3.3.4 Terminacién

Este proceso se da por ¢l reconocimiento de alguno de los codones de término (UAA,
UGA o UAG), para los cuales no se encuentra un anticoddn correspondiente en las
moléculas de tRNA, por lo que la aparicién de tales codones en el mensaje interrumpe el
alargamiento de la cadena y se promueve la liberacidn del peptidil--tRNA desde el
extremo carboxilo de la cadena peptidica. El codén de término proporciona al rivosoma
una sefial para la unién de los factores de liberacién (RF), los cuales tienen tres
consecuencias inmediatas: 1) la separacin de la cadena polipeptidica que esta unida a ia
molécula de tRNA en el lugar P; 2) la liberacién de la molécula de tRNA del ribcsoma vy
3) la disociacién del ribosoma en sus dos subunidades (Strickberger, 1968). Finalmente



se ha sintetizado una proteina y la maquinaria de sintesis queda disponible para reiniciar
este proceso.

La eficiencia de la maquinaria de sintesis de proteinas, es un factor determinante en el

desarrolio y la divisién celular, por lo que a este nivel, es posible localizar diferencias que
permitan explicar la mayor o menor eficiencia de este proceso en las células.
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Il DISENO EXPERIMENTAL



Este trabajo est4 fundamentado en dos partes experimentales:

1) Establecimiento in vito de cultivos de células en suspensidn usando callos de
embriones maduros e inmaduros de maiz (Zea mays L.) de la raza “Tuxpefio” como

inéeulo.

2) Evaluacion de algunas caracteristicas de la maquinaria de sintesis de proteinas en los
cultivos celulares obtenidos por callos de embriones maduros (SEM), por callos de
embriones inmaduros (SEl) y de los cultivos SEM tratados con medio condicionado

(SMC).

El establecimiento de los cultivos in vito de células en suspensién de maiz a partir de
embriones maduros e inmaduros, es un proceso que requiere de la induccién y
proliferacién de callo sobre medios de cultivo sdlidos; los callos de embriones inmaduros

fueron una donacidn, por lo que no se incluye la descripcion de esta metodologia.

Las pruebas realizadas sobre los cultivos en suspensién estan basadas principaimente

en cambios sobre la composicién del medio, el cual fue modificado mediante:

a) la aplicacién de diferentes reguladores de crecimiento incluidos en el grupo de la
citocininas como son, N° furfuril-aminopurina (cinetina, KiN), la cuai se probé a dos
diferentes concentraciones, una de 0.01 mg L (KINT y la otra de O mg L' (KIN2); la
citocinina N°® benzil-adenina (BA) y Ne isopentiladenina (2ip) fueron probadas a una
congentracién de 0.1 mg L.

b) la adicién del suplemento de vitaminas (Vitaminas YMS*), modificado de las vitaminas
del medic M5 en los tratamientos KIN1 y KIN2, asi como en los cultivos tratados con

BA y 2ip: o bien por la adicién dei suplemento de aminoacidos, (Coctel 20, "C") sobre



cultivos tratados con BA y 2ip. Estos suplementos se describen en la Tabla 2 del

Apéndice.

La respuesta generada por las células a los medios de cultivo probados fuercn evaluadas
por los pardmetros de crecimiento peso fresco (PF), peso seco (PS) y paquete celular

(PC).

De esta manera pudo seleccionarse el medio de cultive més productivo y reproducir el

fendémeno en los SEM y SEl para lograr establecer el cultivo SMC.

El crecimiento de los cultivos SEM como respuesta a la adicion del medio condicionado

fue evaluado por los parametros convencionales (PC PF y PS),

El efecto del medio condicionado sobre el aparato traductor de los cultivos SEM fue
analizado en base al contenido de proteinas ribosomales Aacidas, rendimiento de
ribosomas, cuantificacién de proteinas de la fraccién posribosomal y velocidad de
sintesis de proteinas in vivo. Las fracciones ribosomal y posribosomal fueron separados
por centrifugacién, la velocidad de sintesis de proteinas in vivo fue calculada por la
cantidad de *°S-Metionina incorporada durante la fase de crecimiento exponencial del
cuitivo y la presencia de proteinas ribosomales acidas (PRAs) fue detectada por

isoelectroenfoque (IEF).

A continuacién se representa a manera de diagrama, la ruta seguida para establecer y
evaluar los cultivos celulares de maiz en suspension. (Diagrama 1). De la misma manera
queda representada la secuencia de los tratamientos probados para 'z eleccion del
medio de cultivo que favorezca las condiciones de cracimiento en los cultivos celulares
generados a partir de callos de embriones maduros de maiz (Diagrama 2) y finaimente
las pruebas bioquimicas realizadas sobre los cultivos celulares con el fin e evaluar las

caracteristicas mencionadas sobre la maquinaria de sintésis de proteinas {Diagrama 3).
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Desinfestacion de semillas de maiz
Obtencidn y siembra de embriones maduros de maiz

Induccidn de callo a partir de embriones maduros

(3 semanas)

Proliferacion de callo de embriones maduros (CEM)

(2 subcultivos de 2 a 3 semanas cada uno)

Establecimiento del cultivo madre en suspensién usando CEM
(4-5 dias)

Subcultivo de ia suspension celular

Evaluacidn de la suspensidn celular (PC, PF y P5S)
(4-5 dias)

Eleccién del mejor tratamiento

{

Establecimiento de cultivos en suspensién SEM, SEI y SMC en las condiciones elegidas

!

Subcultivo de las 5u5penaion|1e5 celulares SEM, SEl y SMC

v
Evaluacién de los cuitivo SEM, SE! y SMC por FC, PF y FS
!

Evaluacion de las fracciones ribosmal y psribosomal de los cultivos SEM, SEi y SMC, de |a veiocidad de
sintesis de proteinas in vivo y de las PRAs por IEF

Diagrama 1. Representacion esquemética de la secuencia experimental seguida para el

cumplimiento de nuestros objetivos.



KiNt -C.O1mg L
Tratamiento de cinetina a dos concentraciones <
KIN2 - O.1mg L

BA-Vitaminas M5®

Tratamientos probados para las citocininas BA y 2j BA-Coctel 20
usadas a la concentracién de 1 mg L 2ip-Vitaminas MS*
2ip-Coctel 20

Diagrama 2. Tratamientos probados en cultivos en suspension obtenidos a partir de

callos generados por embriones maduros de maiz

Células deteridas en ia fase exponencial

™~

-
Fraccidén ribosomal Fraccién posribosomal Velocidad de
l sintesis de proteinas

Rendimiento de ribosomas Cuantificacion de proteinas

1EF™' de las PRAs™

Diagrama 3. Evaluaciones realizadas a las células obtenidas por SEM', SEI® y 5MC®

‘ SEM= Suspensién celular obtenida por callcs de embrniones maduros
?SEI= Suspension celular obtenida por cailos de embriones inmaduros
¥ SMC= Suspensién de SEM con medio condicionado

*IEF= Isoeiectroenfoque

$ PRAs= Proteinas Ribosomales Acidas
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IV MATERIALES Y
METODOS



1 Material Bioldgico

Se utilizaron embriones maduros de maiz Zea mays L. de la raza “Tuxpefio” y ejes
embrionarios de semillas maduras de maiz de la raza “Chalquefio”. Los cultivos de callo
generados a partir de embriones inmaduros de la raza Tuxpeflo, fueron proporcionados
por Octavio Guerrero Andrade del Depto. de Bioquimica y Farmacia de la Division de
Posgrado de la Facultad de Quimica en la UNAM. El material biolégico empleado en este
trabajo procede del INIFAP de Zacatepec Morelos.

1.1 Desinfestacién de semillas de maiz

Lotes de 300 semillas de maiz Tuxpefio se sometieron a un proceso de desinfestacién, el
cual consistié en lavar a las mismas en 500 ml de una solucién que contenia hipoclorito
de sodio comercial (cloralex) al 50% v/v, con 200 pl de microdin (como germicida) y 500
pl de tween 20 por cada 500 ml, durante 20 minutos en agitacién constante; se
procedié a enjuagar las semillas con agua desionizada estéril 4 veces durante 5 minutos
cada una; se dejaron 30 minutos en una solucién estéril de fungicida captan al 40% plv
en agitacién, para después enjuagar 4 veces con agua desionizada estéril durante 5
minutos cada vez. Las semillas desinfestadas se colocaron en cajas de petri estériles
sobre una cama de papel adsorbente previamente humedecido con agua desionizada en
las que permanecieron 48 hrs a 4° C en oscuridad, posteriormente se disectaron los

embriones y se sembraron en los medios de cultivo como se indica posteriormente.
Todo el procedimiento de esterilizacién y de siembra se realizd en campana de flujo

laminar y el material utilizado, tanto de cristaleria como pinzas y navajas fueron

previamente esterilizadas a 116-120° C durante 30 min.
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1.2 Obtencién y siembra de embriones maduros de maiz

Los embriones de maiz fueron separados manualmente del endospermo, dejando integros
al eje embrionario y al escutelo. La siembra consistié en colocar 4 a 5 embriones sobre

el medio de cultivo sélido dejando el eje embrionario en contacto con el medio de cultivo.

2 Composicién de los Medios de Cultivo

Los medios de cultivo utilizados son modificaciones hechas sobre el medio de cultivo R2
propuesto por Sanchez de Jiménez y colaboradores (1981), el cual es a su vez una

modificacién del medio basico de Murashige y Skoog (MS) (Ver apéndice tabla 1)

En la preparacién de los medios de cultivo probados en este trabajo, se utilizé azlicar
refinada comercial en medios de cultivo sélidos y sacarosa en medios de cultivo liquidos,
al 3% en ambos casos (p/v); 200 mg L de hidrolizado de caseina, 2.3 g L” de L-proiina
en medios de cultivo para induccién de callo y 0.76 g L’ para medios de cuitivo de
proliferacién de callo y de células en suspension; como medio de soporte se utilizé el
gelificante conocido como Phytagel (Sigma) al 0.27% (piv); el pH se ajusté a 5.7 en
medios sdlidos y a 5.0 en medios liquidos. La auxina empleada fue el MCPP a una
concentracién de 6 mg L" para induccidn de callo y 4 mg L' para proliferacién de callo y
para cultivos en suspensién. La citocinina BA se aplicé a una concentracién de 0.1 mg L

(nicamente en los medios de proliferacion de callo.

Para facilitar la preparacién de medios de cultivo se prepararon soluciones madre 100
veces concentradas de los diferentes componentes que constituyen a cada medio. Para
1a preparacién del medio sdlido, estas soluciones se combinaron (siguiendo la composicién

de cada medio) y se ajustd su pH aforando a la mitad del volumen final deseado, en la
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otra mitad se disolvié el phytagel en el volumen de agua necesario para alcanzar el
volumen final calculado. Se homogeneizaron ambas partes y se sirvié el medio (20 mi por
frasco) en frascos tipo gerber con tapa previamente esterilizados. El medio liquido sélo
requirié de ia mezcla de los componentes del medio, ajustar el pH y aforar al volumen
calculado. Siempre se utilizd agua desionizada. Ambos tipos de medios de cultivos se

esterilizaron en autoclave a 121°C durante 18 minutos.

3 Cultivo in vitro de embriones maduros de maiz

3.1 Condiciones de siembra e incubacion

Todas las siembras y resiembras tanto de callos como de cultivos en suspension se
realizaron en condiciones de asepsia. Los cultivos fueron incubados a temperatura

ambiente (24 + 2° C) y en condiciones de oscuridad permanente.

3.2 Induccidn de calio

La fase de induccién consistié en la obtencién de callo a partir de embriones maduros,
los cuales después de ser desinfestados y disectados como se indico anteriormente, se
sembraron en medio sdlido para induccién de callo, en el cual se mantuvieron de dos a

tres eemanas.
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3.3 Proliferacién de callo

En la etapa de proliferacién, el callo generado fue separado del tejido madre para
resembrarlo en el medio de proliferacién, en el cual permanecié durante dos semanas
mas, después de las cuales se hizo necesario otro subcultivo para renovar el medio y

depurar el callo de ralces y otras estructuras diferenciadas.

4 Establecimiento de cultivos en 5u5pen5i6n

4.1 Condiciones de siembra e incubacién

El establecimiento de cultivos en suspensidn se logrd inoculando & gramos de callo de
embrién maduro (CEM) en 60 ml de los medios de cultivo de prueba (se describen en el
punto 3.6); estos cultivos (cultivos madre), fueron contenidos en matraces erlenmeyer
de 250 ml usando tapones hechos con gasa y algoddn para cubrirlos; se mantuvieron en
agitacién constante en un agitador orbital (Lab-Line) a 100 rpm durante 4 dias (a

excepcién del primer tratamiento que fue incubado por & dias).

4.2 Subcultivo de la suspensién celular

Los subcultivos se hicieron después de 4 dias de la siembra, pasando la suspensién de
todas las repeticiones a través de una tela de gasa para eliminar al tejido madre y
homogeneizar los cultivos de un mismo tratamiento. La suspensién filtrada se dejé en
reposo para precipitar a las céluias suspendidas y después de extraer la mitad del
volumen final del medio de cultivo, este ee sustituyd de la siguiente manera: 1) por un

volumen equivalente de medio de cuitivo nuevo, en cuya composicidn se aumentd la
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concentracién de micronutrientes y macronutrientes, asi como de la fuente de carbono
en un 50%; 2) por medio condicionado (Ver punto 4.5). Las suspensiones subcultivadas
se dividieron en porciones de 60 mi para cada matraz y se mantuvieron en agitacion a

100 rpm.

4.3 Tratamientos probados sobre la oomposicién de los medios de cultivo

Con el fin de encontrar las condiciones adecuadas para el establecimiento de cultivos
celulares en suspension usando callos obtenidos a partir de embriones maduros de maiz,
se hicieron diferentes pruebas sobre la composicion del medio de cultivo basal R2 (ver
apéndice, Tabla 1). Se probaron tres citocininas, una de ellas (cinetina), a dos diferentes
concentraciones, las cuales se especifican en los tratamientos correspondientes.
También fueron utilizados los complementos denominados Vitaminas MS* (VYMS*) y
Coctel 20 (C). (Ver apéndice Tabla 2) . En cada tratamiento se incluyeron cinco

repeticiones.

Medio de cultivo KINI (R2)
0.01 mg L de cinetina, YMS* (10 mi L") y 0.01 mg L" de glicina.

Medio de cultivo KIN2
0.1mg L de cinetina; YMS* (10 mi L") y 0.01 mg L de glicina.

Medio de cultivo BA-C

O.1mg L’ de BA; coctel 20 (10 mi L)y 0.1 mg L" de adenina.

Medio de cultivo BA-VMS*
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O1mgL" deBA;YMS* (10 miL" )y 0.01 mg L" de glicina .

Medio de cultivo 2ip-C
O1mg L™ de 2ip; coctel 20 (10 mi L)y 0.1 mg L™ de adenina.

Medio de cultivo 2ip-YMS*
Ot mgL" de 2ip; YMS* (10 mi L") y 0.01 mg L™ de glicina .

4.4 Establecimiento de cultivos celulares a partir de callos de embriones

inmaduros

De los tratamientos probados se eligié al mas productivo y se reprodujeron las mismas
condiciones para el cultivo madre y para el subcultivo antes mencionadas, con un tiempo
de incubacién de 4 dias, después de los cuales se realizé el subcultivo o la evaluacidn del
cultivo, segiin sea el caso. Este tratamiento fue reproducido tanto para las células
provenientes de callos obtenidos por embriones maduros (SEM) inoculando & g de caiio
en 60 ml de medio, como para las células obtenidas de los callos procedentes de

embriones inmaduros (SE) inoculando 4 g de callo en 60 ml de medio de cultivo.

45 Efecto del medio condicionado sobre los cultivos en suspension

obtenidos por callos de embriones maduros

Los cultivos SEM obtenidos como se mencioné en el punto 3.7, fueron subcultivados con
un medio de cultivo conformado er un 50% por el medio correspondiente al tratamiento
elegido (incrementando, como anteriormente, la concentracibn de macro vy

micronutrientes, asi como la de sacarosa en un 50% sobre la concentracién usada para
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el establecimiento del cultivo madre). El otro 50% corresponde al medio condicionado, el
cual fue separado de las células en él suspendidas, por centrifugacién a 2000 rpm
durante 10 min. Ambas porciones se mezclaron en el momento del subcultivo
conformando asi el medio condicionado que reemplace al medio “viejo" extraido de los

cultivos madre durante el subcultivo.

5. Evaluacion de los cultivos celulares en suspension

La evaluacién de ias suspensiones celulares nos permitié valorar la respuesta de los
cultivos a las condiciones manipuladas. Estas respuestas fueron evaluadas por el
crecimiento de los cultivos y por la eficiencia de la maquinaria de sintesis de proteinas.
A continuacién se describen los parametros que fueron considerados en este trabajo
para representar el comportamiento de los cultivos durante el tiempo y ias condiciones

de incubacién.

5.1 Evaluacién por paquete celular, peso fresco y peso seco

Los cultivos en suspensién fueron evaluados después del primer subcultivo, midiendo PC,
PF y PS como pardmetros de crecimiento, los cuales se registraron a intervalos de 24
horas durante 4 dias (a excepcién de los cultivos KIN1 y KIN2, los cuales fueron
evaluados por & dias en la primera prueba), tomando un registro inicial (To) en el
momento del subcultivo. La toma de muestras se hizo en la campana de fiujo laminar

con todo el material de cristaleria estéril.

El PC s¢ midié usando tubos de hematocrito graduados de 0.5 mi, en los cuales fue
vertido el cultivo usando pipetas Pasteur largas. Los tubos se centrifugaron a 2000
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rpm durante 10 minutos para formar el paquete celular y poder registrar el volumen
ocupado por las células (volumen celular).

El PF se obtuve tomando alicuotas de 2 ml del cultivo para cada repeticion, se filtrd la
suspensidn al vacio hasta eliminar completamente el liquido. Se usé un matraz kitasato
con un embudo blichner en el cual se colocé un circulo de papel filtro seco de peso
conociao el cual se resta al peso obtenido en una balanza analitica, inmediatamente

después de filtrar la muestra para registrar el PF neto.

El PS se obtuvo a partir de la miema muestra tomada para el PF, la diferencia es que

se dejaron secar dos dias a temperatura ambiente en cajas de petri para aislarlas del

polvo.

Estos parametros de crecimiento se tomaron por triplicado en tres de las cinco
repeticiones disponibles para cada tratamiento, dejando a las otras dos como respaldo,
en caso de pérdida por contaminacién. Las curvas de crecimiento se obtuvieron por el
promedio de estas repeticiones graficando estos datos a través del tiempo; en las
graficas de crecimiento representadas en forma de barras, slo se muestran los
promedios minimos y los méximos alcanzados en un tiempo por cada cuitivo celular,

expresando sus respectivas desviaciones estandar..

Una vez registradas las diferentes etapas de crecimientc del cultivo, se ubicé a la fase
exponencial, caracterizada por una activa divisién celular. En el caso de la prueba de
medio condicionado las células de los cultivos SEM, SEl y SMC fueron cosechadas en

esta fase de crecimiento para reaiizar las evaluaciones correspondientes.
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5.2 Evaluacién de algunas caracteristicas del aparato traductor

Las siguientes pruebas se realizaron exclusivamente en los cultivos SEM, SEl y SMC y
para el caso del isoelectroenfoque también se corrieron las muestras ribosomales

procedentes de callos de embriones maduros.

Para realizar estas pruebas se requirié: 1) la separacion de los componentes celulares en
dos fracciones: fraccién ribosomal y fraccién posribosomal; 2) calcular el rendimiento
ribosomal, 3) cuantificar las proteinas contenidas en la fraccién posribosomal; 4) la
preparacion de geles de acrilamida para isoelectroenfoque (IEF); e) la tincién con plata
de los geles de acrilamida y 5) la valoraciéﬁ de sintesis de proteinas in vivo de los

cultivos durante la fase de crecimiento exponencial.

5.2.1 Obtencién de las fracciones ribosomal y posribosomal

Se oepararon las células de maiz del medio de cuitivo centrifugando a 2 000 rpm
durante 10 min: la pastilla s¢ macerd con nitrégeno liquido hasta que quedé un polvo
fino; sin dejar que se descongelara se homogeneizd con 5 ml de amortiguador de
extraccién (Tris HCi 20 mM pH 7.8, MgCl SmM, KCI 20 mM, NaF 5mM, 2-mercaptoetanol
05%, Tritén X100 1%, sacarosa 0.25 M, B- glicerofosfato 80 mM y PMSF ImM), sz
centrifugé a 13 500 rpm durante 35 minutos en una centrifuga Beckman J2-21 rotor
JA-20. El sobrenadante se pasé a tubos de policarbonato, los cuales conteniar 1 mi de
colchdn de sacarosa (sacarosa 0.5 M y KCI 0.5 M disueltos en el mismo amortiguador
de extraccién). Se centrifugd a 50 OO0 rpm a 4° C durante 3 1/2 horas en una
ultracentrifuga Beckman rotor 75 Ti para sedimentar los ribosomas. Los ribosomas y el

sobrenadante posribosomai se conservaron por separado a -70° C hasta que se realizé la
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electroforesic en el caso de los ribosomas o la cuantificacién de proteinas para el caso

de la fraccién posribosomal.

5.2.2 Rendimiento de ribosomas

Se resuspendieron los ribosomas en el minimo volumen de amortiguador de muestra
preparado con anfolinas con un pH entre 25 y 5 al 5.6%, disuelto en urea 9.5 M viv; de
la solucidn resultante se¢ tomaron S ul. y se suspendieron en 300 ul  de agua
desionizada en una celda de cuarzo de 500 pl y se leyé contra la muestra blanco o de
referencia (agua desionizada), a una longitud de onda de 260 nm; la absorbancia
registrada en unidades de densidad dptica (DO), se multiplicd por el factor de dilucién
(60x) para obtener el rendimiento total.

5.2.3 Cuantificacién de proteinas en la fraccién posribosomal

Las proteinas contenidas en el sobrenadante posribosomal (obtenido como se indicd
anteriormente), fueron precipitadas con TCA (4cido tricloroacético) al 15 % final durante
dos horas a 4°C, se centrifugd a 15 000 rpm durante 30 minutos, la pastilla obtenida
e lavé con acetato de amenio 0.1 M en metancl v se centrifugé a 500C rpm por 15
minutos, se tird el sobrenadante y se dejaron evaporar los residuos de metanol a
temperatura ambiente; se afiadid agua desionizada para resuspender la pastilla usando

hidréxido de potasio 5 M para reducir la acidez.

Para cuantificar las proteinas totales encontradas en ei sobrenadante obtenido después
de la extraccion de ribosomas se usd la técnica establecida por Bradford utiiizando

alblimina sérica bovina como proteina de referencia.



5.2.4 Evaluacién de la velocidad de sintesis de proteinas in vivo

Este experimento se realizé en cultivos SEM, SEl y SMC, después de 3 dias de ser
subcultivados (tiempo correspondiente a la fase exponencial temprana dentro de la curva
de crecimiento previamente caracterizada), estos cultivos se concentraron diez veces
centrifugando 5 minutos a 2 OO0 rpm para eliminar el medio de cultivo y sélo agregar el
necesario para obtener un volumen final de © mi, los cuales fueron divididos en tres
porciones de 2 ml cada una: estas porciones fueron ,ooh!;;nidas en viales pequefios
estériles y después marcados con 10 uCi de *°S-Metionina (New England Nuclear,
actividad especifica 1175 Ci/mmol) durante 24 horas en agitacién constante, después de
las cuales se cosecharon las céiulas de cada cultivo y se procedié a la extraccion de
proteinas siguiendo el miemo procedimiento que para la obtencién de proteinas
posribosomales hasta el punto en el que se resuspendié la pastilla de proteinas. En esta
parte. se centrifugé nuevamente a 15 000 rpm 15 minutos se desechd el sobrenadante
eliminando la marca residual que no fue incorporada por las células y se resuspendié en
100 pl de agua, mas 20 pl de KOH 5 M; ge tomaron 20 pl de esta suspensién y se
pasaron a viales con 5 ml de liquido de centelleo para contar por dos minutos la
radiactividad incorporada en las proteinas sintetizadas en un contador de centelleo

liquido Minaxi B de Packard.

5.25 lsoclectroenfoque para las PRAS

Se prepararon soluciones madre por separado de acrilamida al 30% y bisacrilamida al 1%,
disolviéndolas en agua desionizada. Fara un volumen final de 15 mi se afladieron 2.5 mi
de acrilamidz (auedd al 5.5%) y 3 ml de bisacrilamida (dejandola al 0.36 %), 72 g de
urea y se disolvié en bafio maria a 37° C, se agregaron 960 pl de anfolinas de SIGMA pH

2.5-5, y se aforé con agua desionizada hasta 14.9 mil, finalmente se afiadieron 45 ui de
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TEMED (N,N,N'N'-tetrametiletilendiamino) y 75 pl de persulfato de amonio (APS) al 10%;
esta solucién polimeriza en 2 % minutos, por lo que fue necesario verterla en el aparato
rapidamente, usando una pipeta pasteur y cuidando que no se formen burbujas. Todas

las electroforesis se realizaron en camaras verticales Hoefer Scientific SE 500.

Los ribosomas obtenidos en los cultivos callos de embriones maduros, SEM, SEl y del
cultivo tratado con medio condicionado SMC, e colocaron en carriles diferentes de la
placa dei gel y en otro carril se colocaron los ribosomas obtenidos de ejes embrionarios
germinados por 24 horas, como control. Se pusieron las muestras en una cantidad
equivalente a 8 DO a 260 nm. Vertida la muestra se afadieron 10 pl de urea 2 M y se
cubrid el pozo con NaOH 0.03 M, misma solucién que cubre la parte superior del aparato
(catodo), dejando al H;504 O1 M en la base del mismo (anodo), para establecer el
gradiente de pH. El gel se sometid a diferentes voltajes, iniciando la corrida con 50 V
durante 15 minutos, se continué a 100 V por 25 minutos seguidos de otros cambios de
voltaje a 200, 300, 400, 500 y 600 V dejando 25 minutos entre un cambio y otro,
después se bajé la intensidad hasta 250 V en la que se mantuvo durante 18 hrs,
finalmente a 600 V durante 30 minutos. Considerando el voltaje al que se sometié el
gel, éste debe ser lo mas delgado posible (0.5 mm) para reducir la resistencia y asi
evitar el sobrecalentamiento.

5.2.5.1 Tincidn con plata de los geles de IEF

Una vez terminada la corrida, ¢! get:
1. Se fijé con TCA al 10% una hora.
2. Se enjuagd con agua desionizada 5 minutos
3. Se sumergié en 100 ml de agua desionizada.



4. Se calentd por 0.5 minutos en horno microondas en “high” y se dejé en agitacion
suave durante 5 min, y se calenté dos veces, medio minuto cada vez, agitando 5
minutos entre una vez y otra.

5. Se retird el agua y se afiadid DTT (Ditiotreito!) 0.2 mM repitiendo el punco 4.

6. 5Se elimind la solucién anterior y se enjuagd con agua desionizada.

7. Se sumergié el gel en una solucién de nitrato de plata (AgNOs) al 0.1% y se repitieron
los puntos 4y 6.

8. Se puso en una solucién de NaC0z al 3 % y formaldehido al 0.185 % vertiéndola
poco a poco hasta lograr la tincidn deseada de las bandas.

9. La reaccibn de tincidn, se detuvo agregando acido citrico al 20 %.
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V RESULTADOS Y
DISCUSION



1. Consideraciones

La suspensién celular después de un subcultivo tiene una consistencia mucho mas
homogénea que el cultivo del cual proviene, ya que se separa del tejido madre, que
corresponde al callo usado como indculo, el cual queda como remanente, formando
agregados celulares o llega a diferenciarse en raices que pueden alterar los registros
tomados de la suspensién celular. Dada la sensibilidad de los pardmetros de crecimiento
se hace necesario obtener una composicion homogénea en los cultivos, es por ello que las
evaluaciones correspondientes a los parametros de crecimiento se tomaron después del
primer subcultivo; por lo cual no se evalud el comportamiento del cultivo durante el primer

periodo de incubacién (cultivo madre).

Entre los parametros de crecimiento usados convencionalmente en cultivos de células en
suspensién se encuentran el paquete celular (PC), el peso fresco (PF) y el peso seco
(PS), los cuales son empleados en esté trabajo para evaluar la respuesta a los
diferentes tratamientos aplicados sobre los cultivos obtenidos por callos provenientes de

embriones maduros de maiz.

El PC registra el volumen ocupado por las células en suspensién dentro de un volumen
determinado de medio de cultivo y de esta manera permite distinguir los cambios
ocurridos a este nivel durante el tiempo de incubacion. Debe considerarse que un
incremento en el volumen del paquete celular no significa necesariamente un incremento
en la cantidad de células, pues ¢l primero puede aumentar cuando las células

incrementan su contenido de agua y por lo tanto su tamafio.

El PF refleja como el anterior, el comportamiento de los cultivos de células en suspensitn,

esta vez en unidades de peso; de la misma manera ¢l contenido de agua en las células,
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induce un incremento en los valores de PF que no necesariamente responde a un

crecimiento en la poblacién celular.

El PS es otro indicador de crecimiento que a diferencia de los anteriores, reporta las
variaciones en la cantidad neta de masa celular del cultivo a través del tiempo, ya que
las células se pesan deshidratadas. Sin embargo, las cantidades de masa celular
registradas en este trabajo son tan pequefias (del orden de mg), que aumenta ia

posibilidad de medir artefactos.

Las consideraciones hechas sobre los parametros antes sefialados apuntan la necesidad
de basar en mas de uno las observaciones y conclusiones que puedan obtenerse de cada
tratamiento. De esta manera se refleja la respuesta de los cultivos celulares en
suspensién, a las condiciones probadas durante el tiempo de incubacidn en curvas de

crecimiento y/o en gréaficas de incremento obtenidas por paquete celular, peso fresco y

peso 5€C0.

Cualquiera de estos paridmetros puede ser usado como un pardmetro confiable, si al
cotejarlo con los resultados obtenidos por otros parametros de crecimiento,
regularmente se encuentra correspondencia en el comportamiento de la curva a través

del tiempo.

Las curvas de crecimiento obtenidas parz PC, PF y PS representan el promedio de tres
repeticiones para cada punto de la curva. Cada muestra es tomada diariamente después
del primer subcultivo para cada tratamiento. Para medir el paquete celular se tomaron
muestras de 1 ml cada una; los pardmetros PF y PS de dichas curvas se evaluaron con

muestras de 2 ml cada una'para cada tratamiento.

Las gréficas de crecimiento presentadas en forma de barras, comparan en todos los

casos, el minimo registro con los valoree méximos aicanzados en FC, FF y/o FS en cada
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tratamiento, sefialando los tiempos en que estos eventos ocurren dentro de su
respectiva curva de crecimiento. En estas graficas se representan las desviaciones

estandar obtenidas en tres repeticiones independientes.

2. Efecto de dos concentraciones de cinetina sobre el

crecimiento celular

Se establecieron cultivos en suspensién inoculande el callo procedente de embriones
maduros en medios de cultivo liquidos, con la finalidad de probar el efecto de la citocinina
cinetina (KIN) a dos concentraciones (0.01 mg L" en KIN1y 0.1 mg L en KIN2), el resto
de la composicidn de estos medios fue la misma. El tiempo de incubacién de estos
cultivos (cultivo madre y primer subcultivo) tuvo una duracién de & dias, después de los
cuales se realizé el subcultivo en el primer caso y en el segundo se hicieron las

evaluaciones de crecimiento por PC, PF y PS,
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En la figura 1a, la curva de crecimiento obtenida por PC, muestra que la respuesta de los
cultivos KIN2 supera notablemente a la reflejada por los cultivos de KINY; ambos cultivos
coinciden en ¢l tiempo que tardan en alcanzar su maximo rendimiento, que es en el cuarto

dia después del primer subcultivo, seguido por un decaimiento en los valores de PC.
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Figura 1a. Curva de crecimiento obtenida por paquete celular, después del
primer subcultivo en cultivos de células en suspensién de maiz provenientes
de callos de embriones maduros tratados con dos concentraciones de

cinetina usando 0.01 mg L (Kin1) y 0.1 mg L™ (Kin2).
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En la figura 1b se representan los valores de FC iniciales y se comparan con el
méximo registro de crecimiento en cada tratamiento. Las lineas verticales
representan la desviacién estandar obtenida de tres repeticiones independientes.
La diferencia inducida por el incremento en las concentraciones de KIN, en el caso
de los cultivos KIN2 se registra un incremento en PC del 122%, con respecto al
volumen celular inicial, el cual evidentemente supera al incremento ocurrido en los

cultivos KIN1, que corresponde a un 41% sobre los registros iniciales.
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KIN1-To KINT-T4 KIN2-To KIN2-T4
To- Dia cero después del subcultivo, mini gistro en PC.
T4- Dia cuatro después del 4 gistro en PC.

Figura 1b. Gréfica de paquete celular, que compara los puntos minimos y
los maximos presentades en cada tratamiento dentro su respectiva curva

de crecimiento.
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En la curva de crecimiento obtenida por PF (figura 2a), al igqual que la obtenida por PC,

sefiala al cultivo KIN2 como el de mayor crecimiento en relacién con el KINY, sin embargo,

en esta ocasion los maximos rendimientos de los cultivos celulares se registran entre el

segundo y cuarto dia, para el primer subcultivo en KIN1, y entre el primero y el tercer dia

para el cultivo KIN2, esto sugiere una velocidad de crecimiento mayor en KINZ.
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Figura 2a. Curva de crecimiento obtenida por peso fresco en los cultivos de
células de maiz en suspension tratados con cinetina a las concentraciones

correspondientes a KINt (0.01 mg ") y KIN2 (0.1 mg L™).
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En la figura 2b se presentan diferencias tanto en el incremento que induce cada
tratamiento como en el tiempo en que tardan en llegar al maximo, en el tratamiento KIN1
se alcanza el méximo rendimiento un dia después que KIN2 y tiene un incremento del 111%
sobre los registros iniciales, mientras que la respuesta de los cultivos tratados con una
concentracién de cinetina diez veces mayor (KIN2) registran un incremento del 200%, el

cual es alcanzado al tercer dia.

0.10 o

0.05 4
111%

PF (g/ 2 ml)

KIN1-T1 KIN1-T4 KIN2-T1 KIN2-T3

T1- Dia uno despues del subcultivo
T3 y T4- Dia en que alcanzan el méximo registro en PF

Figura 2b. Gréfica de peso fresce que representa el crecimiento de los cultivos
desde los tiempos iniciales hasta ios tiempos en que se alcanzan los méaximos
rendimientos en los tratamientos KIN1 y KIN2. Las lineas verticales corresponden

a la desviacién estandar de tres repeticiones independientes.
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Las graficas de PS (Figuras 3a y 3b), coinciden con las obtenidas por PC y PF en
presentar al cultivo KIN2 con mayores registros que KINI. El incremento en peso seco es
bastante notable en estos cultivos, alcanzande los maximos valores en el cuarto dia
después del subcultivo en el caso de KINZ y en el quinto dia en el de KINI. El incremento
producido, con respecto al registro correspondiente a la densidad inicial de los cultivos
KIN1 fue del 158%, el cual es nuevamente menor que el obtenido en los cultivos KINZ los

cuales produjeron un incremento del 200%.
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Figura 3a. Curva de crecimiento obtenida por peso seco en los cultivos celulares
de maiz generados a partir de callos precedentes de embriones maduros trataaos

con cinetina a dos concentraciones 0.01 mg L (KIN1) y 0.1 mg L™ (KIN2).
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Figura 3b. Grafica de peso seco registrado en los cultivos en suspensién

tratados con cinetina a las concentraciones KIN1 y KINZ.

Al comparar el comportamiento de cada curva de crecimiento, se encuentra que el tiempo
que corresponde al rendimiento maximo para las curvas obtenidas es el mismo en PC y
PS en el tratamiento KIN2 y corresponde al cuarto dia después del subcultivo (T4), en el
tratamiento KIN1 el pardmetro de peso seco esta desfasado por un dia con respecto al
PC. llegando al maximo rendimiento en el TS y no en T4 como ocurre en PC. El hecho de
que los cultivos en suspension KINZ alcancen su maximo rendimiento en PC y FS
simultaneamente, sefiala que el incremento registrado por PC corresponde a un mayor
nimero de células y no a células mas grandes como puede ser el caso. En la curva
obtenida por PF los mayores registros se encuentran entre los tiempos 2 y 4, resaltando
asl, el desfasamiento entre la grafica obtenida por peso fresco con respecto a las
obtenidas por FC y FS. El comportamiento del cultivo celular, evaluado por PC, PF y PS5,
muestra su maximo rendimiento entre el segundo y cuarto dia, después de este tiempo
se hace evidente el decaimiento en el crecimiento celular, sin pasar aparentemente, por
una fase equivalente a la fase estacionaria; el repentino decaimiento de las curvas de

crecimiento, puede interpretarse como la respuesta de los cultivos celulares al
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agotamiento de los nutrientes que inicialmente se encontraban en el medio de cultivo.
Estos cultivos fueron incubados durante 8 dias sin renovar el medio de cultivo; en lo

sucesivo el tiempo de incubacion se redujo a 4 dias.

A continuacion se comparan las diferencias obtenidas por PS en el comportamiento delos
cultivos KINZ incubados por & dias, con los cultivos incubados con el mismo tratamiento

durante 4 dias (KIN2.2).
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Figura 3c. Gréfica de crecimiento que compara las diferencias en rendimiento de
PS entre los cultivos tratados con 0.1 mg L™ de KIN incubados por & dias (KINZ)
y por 4 dias (KIN2.2)

En principio, las diferencias entre la respuesta de los cultivos KIN1 y KINZ, recaen en el
tamafio del inéculo inicial con el que cada uno de estos cultivos fue subcultivado, siendo
menor en el cultivo KINZ2 que en el KIN22. Esto puede ser una consecuencia del tiempo
de incubacion, ya que los cultivos KINZ fueron subcultivados en una fase de decaimiento,
cuando la divisidn celular ha cesado y muy probablemente ha ocurrido muerte celular,
mientras que los cultivos KIN2.2 fueron subcultivados en la fase exponencial en la que se

da la divisién celular . En esta gréfica es evidente la diferencia entre el rendimiento
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divisién celular. Se ha reportado que al aumentar la frecuencia de los subcultivos se
estimula la sintesis de proteinas (Bevan y Northcote, 1981 Wang et al, 1986); sin
embargo, en diferentes trabajos. los sistemas en suspensidon de maiz se mantienen sin
subcultivar de una a dos semanas, inoculando callos embriogénicos de maiz (Green y
Armstrong, 1983; Sellmer et al., 1993). En todos los casos, las condiciones de incubacién

dependen de los objetivos que se persigan.

Los resultados obtenidos y representados en estas graficas sefialan al tratamiento
KINZ como el mas productivo, lo que indica una respuesta favorable hacia el incremento
en la concentracion de cinetina. Esta tendencia, puede estar fundamentada por una
parte, por que la actividad de esta citocinina es relativamente baja, con respecto a
otras citocininas sintéticas como BA y 2ip. La concentracion de cinetina usada en los
medios de cultivo MS es la concentracién minima para producir una respuesta en el
tejido blanco, y ain cuando la concentracion de cinetina en el tratamiento KIN2, es diez
veces mayor que la usada en el medio MS y en este caso KINI, sigue siendo menor que la
sugerida como la dptima para inducir la divisién celular (0.5 mg L"), de diferentes tejidos
vegetales bajo condiciones de cultivo in vito (Matsubara, 1990). Para determinar la
composicién de un medio que induzca la respuesta buscada de la mejor manera, las
pruebas deben realizarse sobre las condiciones de cultivo de manera especifica, ya que la
respuesta del tejido puede variar considerablemente de una especie a otra (Pollard y

Walker, 1920).
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3. Efecto de las citocininas BA y 2ip sobre el crecimiento celular.

En esta parte se probé el efecto de dos tipos diferentes de citocininas, BA y 2ip, sobre
el crecimiento de los cultivos celulares obtenidos por embriones maduros de maiz. Las
citocininas BA y 2ip fueron aplicadas a una concentracién de 0.1 mg L. Buscando una
mejor respuesta en el rendimiento de dichos cultivos también se probd el efecto de una
fuente extra de nitrégeno, suplementando los medios de cultivo tratados con BA y con
2ip, con los aminoécidos del coctel 20. este coctel, sustituye a las vitaminas
modificadas del medio MS (YMS®) y se compara la respuesta de los cultivos en presencia

de YMS* o de coctel 20, (Ver apéndice Tabla 2).

De esta manera surgieron cuatro tratamientos diferentes, uno con BA y Coctel 20 (BA-
C), un segundo con BA y YMS" (BA-YMS*), otro con 2ip y Coctel 20 (2ip-C) y por dltimo
2ip con YMS* (2ip-YMS*). En estas pruebas se mantuvo la densidad inicial del cultivo
madre inoculando & g de callo en 60 ml de medio de cultivo; el tiempo de incubacién para
el tejido madre tuvo una duracién de cuatro dias y el subcultivo fue evaluado también por

cuatro dias.

Con el fin de simplificar la informacién, en estos resultados se omiten las curvas de
crecimiento y sdlo se representan sus respectivas gréficas de crecimiento, en donde es
posible comparar ¢l incremento ocurride en cada tratamiento desde sus registros
iniciales, hasta los maximos rendimientos detectados por los pardmetro PC, PF y PS. En
cada caso sé representan las desviaciones estandar de los resultados obtenidos en tres

repeticiones independientes.
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En la figura 4 queda representada |a respuesta de ios cultivos a cada tratamiento, y
puede verse que en base al pardmetro de crecimiento PC, la citocinina 2ip presenta una
tendencia a inducir un incremento mayor en el volumen celular en relacion con BA, ya sea
en presencia de vitaminas o de aminoacidos. También pueden distinguirse diferencias en
la respuesta inducida por la misma citocinina, cuando se encuentra acompafiada de
YMS*® o de Coctel 20. Las pruebas realizadas con 2ip sefialan que el incremento en
paquete celular es relativamente mayor cuando esté en un medio suplementado con
vitaminas (VMS*), obteniendo un incremento del 75%, respecto a los registros obtenidos
por PC en el tiempo cero, y sélo del 43% cuando actia con el suplemento de aminoacidos

(Coctel 20).

0.8 C1BAC
B BAVMS
I c2e
0.6 [ Was20
—~ 30%
E o4 T w T %
O
.
0.2
0.0
To T4 To T4 To Ta

To-Dia cero después del subcultive
T4-Tiempo en que aicanzan el maximo registro en PC

Figura 4. Grafica de crecimiento en el paquete celular obtenido en los cultivos
tratados con las citocininas BA y 2ip suplementados con Coctel 20 (C) o con
vitaminas (YMS") comparando los registros niciales (To) con maximos registros

en paquete cewlar (T4).



En la figura 5 los minimos registros se dieron dos dias después del subcultivo, lo que
indica un decremento en dichos valores desde el tiempo inicial (To) al T2, (tiempo
correspondiente a los registros minimos en peso fresco). El rendimiento méaximo en PF
obtenido en los tratamientos de Zip sefiala nuevamente al cultivo 2ip-YM5* como el que
induce un mayor incremento en el PF celular, el cual alcanza un 57%, sin embargo, los
cultivos tratados con 2ip en presencia de aminoicidos (2ip-C), tienen un incremento
ligeramente menor (20%), que el reflejado por los cultivos tratados con BA-C (31%),

aunque el rendimiento neto entre estos cultivos es aproximado.
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T2- Segundo dia después del subcultivo, minimo registro
T4- Cuarto dia después del subcultivo, maximo registro en pesc fresco

Figura 5. Grafica de crecimiento en peso fresco de cultivos de células de maiz en
suspension tratados con BA y 2ip en medios de cultivo suplementados con
aminoécidos (C) o vitaminas (YMS*) en los tratamientos BA-C, BA-YMS®, 2ip-C y

2ip-YMS" comparando los mirimos y maximos registros.
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En la figura © el rendimiento maximo en PS se registra en el cuarto dia y nuevamente, el
incremento inducido por el tratamiento 2ip-YMS® (212%), muestra una tendencia a
superar a los tratamientos BA-C (184%), 2ip-C (158%) y BA-YMS* (130%). Esta y la
grafica anterior, permiten reiterar la tendencia que presentan los cultivos tratados con

BA a tener mayores incrementos en presencia de aminoAcidos (C), que con vitaminas.
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Figura ©. Grafica de crecimiento en peso seco de los cultivos en las
suspensiones celulares establecidas bajo las condiciones correspondientes a los

tratamientos BA-C, BA-YMS®, 2ip-C y 2ip-vMS*.

En las gréficas presentadas para describir el comportamiento de los cultivos en
respuesta a los tratamientos probados, el registro maximo en todos los pardmetros se
aa en el cuarto dia después del subcultivo, ubicando en dicho tiempo a la fase
exponencial. Al comparar los mejores tratamientos para cada citocinina, puede verse que

2ip-YMS*, induce un incremento mayor en el crecimiento del cultivo celular cuando se
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encuentra en presencia de las vitaminas (VMS®), ya que su respuesta es
considerablemente inferior cuando Z2ip se encuentra acompafiado del Coctel 20; de
manera inversa, el tratamiento con BA y Coctel 20 (BA-C) resulta ligeramente mejor que
con YMS*,

La diferente respuesta inducida por cada citocinina en presencia de los dos suplementos,
Coctel 20 y YMS*, nos impide decidir de manera aislada, cual de éstos induce un
incremento mayor, por lo que se elige de manera integral al tratamiento 2ip-YMS5*® como

el mas productivo.

En las observaciones obtenidas de las pruebas realizadas a los cultivos de células en
suspension procedentes de callos de embriones maduros, puede verse cierta congruencia
entre los incrementos producidos en FC y los producidos a nivel de PS, lo cual nos habla
de células de un tamafio mas o menos reqular entre las poblaciones celulares de cada
cuitivo, pues en todos los cases, un incremento en el volumen celular se traduce en un
incremento en la masa seca de las células. Los resultados obtenidos por FF, a(in cuando
muestran la misma tendencia que la observada por PC y PS en cada tratamiento, difiere
de estos pardmetros en presentar valores de incremento relativamente bajos con
respecto a los obtenidos por PC. Se esperaria encontrar cierta correspondencia en el
comportamiento refiejado por PC y por PF, ya que en ambos, casos son registros
realizados a las células en conaiciones hidratadas y que la diferencia entre estos
pardmetros son las unidades de medicidn. Por otra parte, en PF se registra un
decremento en le rendimiento celular, desde los valores iniciales (To) hasta el segundo dia
(12), después del subcuitivo; esta situacidn no se ve reproducida por PC o por PS. Las
irregularidades encontradas en log registros de peso Tresco pueden ser justificadas al
considerar que, son datos tomados después de filtrar 12 muestra de la suspension celular
y que el peso del papel filtro varia por la hidratacién preducida por ei medio de cultive, y
después, por la rapida deshidratacién del mismo papel, al ser expuesto a la intemperie a

intervalos irregulares de tiempo; estas deficiencias nos impiden considerar estos datos
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como resultados confiables, por lo que en esta discusidn, tendran més peso los

obtenidos por PC y PS.

Los resultados observados por los tratamientos probados sobre las suspensiones
celulares de maiz, fueron descritos en base su rendimiento y al incremento porcentual
respecto a los registros iniciales obtenidos por FC, PF y PS. En la Tabla A pueden
compararse las respuestas, en incremento, de los cultivos a cada tratamiento. Se

comparan exclusivamente los mejores tratamientos obtenidos por cada citocinina.

KINZ2.2 BA-C Bavms*® 2ip-C 2ip-¥yMS*
PC 90% 30% 40% 43% 75%
PF 180 3% 8% 20% 57%
PS 200% 184% 130% 158% 212%

Tabla A. Comparacién integral de los incrementos porcentuales registrados
por FC, PF y PS en los diferentes tratamientos de citocininag probados sobre

las suspensiones celulares de maiz.

En esta tabla se ve mas claramente el efecto que produjo cada tratamiento sobre el
incremento celular, medido por los parametros de PC, PF y PS. Aqui puede notarse que
los mayores incrementos se presentaron en los cultivos tratados con el tratamiento
KIN2.2 (KIN 0.1 mg L subcultivados en Ia fase exponencial, T4) y en el tratamiento 2ip-
YMS*, sin embargo, al contrastar estos resultados con el rendimiento (figura ©a), puede
verse que la respuesta inducida por la cinetina es considerablemente menor gue la

inducida por el resto de los tratamientos probados.
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En la figura 6a se representan las diferencias inducidas por cada citocinina en el

crecimiento de los cultivos celulares obtenidos por embriones maduros de maiz.
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Figura 6a. Gréfica de peso seco de los cultivos tratados con cinetina a 0.1 mg
L™ incubados por 4 dias (KIN2.2) comparados con el incremento producido por los

tratamientos BA-C y 2ip-YMS*.

En esta gréfica se condensa la informacién obtenida por cada tratamiento probado en la
blsqueda de optimizar la composicién del medio de cultivo,en el sentido de incrementar el
rendimiento celular de los cultivos en suspension obtenidos por embriones de maiz
maduros. Aqui se hace evidente que el tratamiento que tiende a inducir un mayor

crecimiento celular es el 2ip-YMS®.

Estas pruebas nos permitieron evaluar el efecto de otras dos citocininas como Ba y 2ip
(a una concentracién de 0.1 mg L™, en presencia de los suplementos de vitaminas
(VMS*) o aminoacidos (Coctel 20), y encontrar que la respuesta de los cultivos (en
crecimiento), a estos fitorreguladores no es independiente de la composicién del medio de

cultivo.
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Al comparar los tratamientos probzdos con citocininas de diferente naturaleza, es
posible encontrar que la velocidad de crecimiento de los cultivos puede estar modulada
por el tipo de regulador de crecimiento que se aplique y que estos reguladores, aun
siendo de la misma categoria (citocininas, en este caso), pueden inducir diferentes
repuestas en el cultivo celular. Estos resultados son congruentes a lo reportado por
Matsubara (1990), donde se sefiala z las citocininas BA y 2ip con una actividad mayor
sobre la divisién celular, en relacién con la presente en la cinetina. For otra parte es
importante destacar que la actividad de estos fitorreguladores se ve afectada por la
presencia de las diferentes entidades quimicas contenidas en los suplementos de
vitaminas (VMS®) y/o aminoacidos (Coctel 20), ya que tanto BA como 2ip responden de
manera diferente en presencia de uno o de otro suplemento. Se desconoce a qué nivel se

da la interaccién de estos componentes con los fitorreguladores probados.

Por otra parte, estos resultados nos han permitido valorar, en primera instancia, el
comportamiento a través del tiempo de las células en suspension establecidas bajo
condiciones in vitro. También pudo comprobarse que la fase de crecimiento en la que se
encuentran las células al ser subcultivadas es un factor importante para obtener

cultivos con un mayor rendimiento celular.
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4 Efecto del medio condicionado sobre el crecimiento de los

cultivos de maiz en suspension

En este apartado, se evalud el efecto del medio condicionado (MC), extraido del cultivo
obtenido al inocular los callos de embriones inmaduros (CEl) en suspension (SEI), sobre
los cultivos obtenidos por callos de embriones maduros (CEM) en suspension (SEM).
Ambos cultivos fueron establecidos y subcultivados en el medio de cuitivo 2ip-VMS*. El
cultivo SEM tratado con el medio condicionado (SMC), fue establecido en el medio 2ip-
YMS* y subcultivado con el MC y &l medio de cultivo 2ip-VM5*, en una proporcién de uno
a uno. La densidad inicial de los cultivos madre se mantiene para los cultivos SEM (&g
/60 ml), pero en el caso de los cultivos SEi esta densidad se redujo a 4 g de callo por
60 mi de medio de cultivo, pues la velocidad de crecimiento de estos cultivos es mas
alta y de otra manera no nos permitiria el sequimiento de estos tratamientos de manera
simultdnea. Los datos, como anteriormente, corresponden a la suspensidn celular
después de ser subcultivada por primera vez y son tomados diariamente. El tiempo de

incubacién del cultivo madre también es de 4 dias.

La respuesta de los cuitivos SEM al MC fue evaluada en crecimiento por los parametros
de crecimiento PC, PF y P5, de los cuales sdlo se presenta la grafica de crecimiente
obtenida por PS, cuyo comportamiento reproduce el presentado por PC y PF. El efecto
de este medio condicionado sobre la maquinaria de sintesis fue evaluado por el contenido
de proteinas en la fraccién posribosomal, la velocidad de sintesis de proteinas, el
rendimiento ribosomal y el contenido de proteinas ribosomales 4cidas. Estas
evaluaciones son realizadas en los tratamientos que incluyen a los cultivos en suspension

SEM, SEl y SMC, para comparar la situacién de un cultivo de répido crecimiento (SEI),
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con un cultivo de lento crecimiento (SEM) y asi poder inferir sobre el efecto del medio

condicionado en los cultivos SMC.

Es importante destacar que en este trabajo no se tratd de encontrar las condiciones
bptimas para el crecimiento de los cultivos en suspension establecidos a partir de callos
de embriones inmaduros, y que las condiciones de incubacidn a las que fueron sometidas
dichos cultivos, son las mismas que las elegidas para los cultivos establecidos por callos
de embriones maduros con el fin de comparar ambos cuitivos celulares a nivel bioquimico.
Cabe sefalar que trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, han logrado cultivos
de células en suspensién a partir de callos de embriones inmaduros, con un rendimiento

considerablemente mayor al presentado en este trabajo.

A continuacidn se presentan los resultados obtenidos durante el seguimiento de los
cultivos SEM, SEI y SMC, después de ser subcultivados, con el fin de caracterizar su

comportamiento, en crecimiento, a traves del tiempo.



En la figura 7 se presenta la grafica de crecimiento obtenida por PS de los cultivos SEM,
SEl y SMC, cuyo comportamiento muestra las tendencias también observadas en FC y

PF de estos cultivos.
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Figura 7. Grafica de crecimiento en peso seco de los cuitivos SEM, SEI SMC
comparando los registros del tiempo inicial (To) con el maximo registro (73 o T4

segin sea el caso)

En esta gréafica estéan representadas las diferencias en cuanto al incremento en el PS de
los cultivos SEM. SEl y SMC, mostrando cierta superioridad er el cultivo SEI en relacion
con SEM y SMC, puede verse que SEI presenta una velocidad de crecimiento més alta, ya
que alcanza el rendimiento maximo en el dla Z y no en el 4 como SEM y SMC, por otra
parte, puede verse una tendencia por este cultivo a terer un mayor rendimiento en PS.
También puede verse una diferencia entre el incremento producido por SMC comparada
con el generado por SEM, presentando el primero un rendimiento y un incremento mayor
que el segundo. Tomando en cuenta que la naturaleza de los cultivos SMC y SEM es la
misma (a partir de callos de embriones maduros), y que la (nica diferencia entre estos

cultivos es la presencia del medio condicionado, extraido de los cultivos SEI, se sugiere
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que es este acondicionamiento del medio el que puede favorecer el crecimiento de estos
cultivos. Esto confirma que el medio de cultivo en el que han crecido células con una
velocidad relativamente acelerada, puede estimular el crecimiento de cultivos de bajo

rendimiento (Bellincampi y Morpurgo, 1987: Pollard y Walker, 1990).

5 Efecto del medio condicionado sobre algunas caracteristicas

del aparato traductor

Una vez establecidos los cultivos en suspension SEM, SEl y SMC y ubicado su fase
exponencial, estos tratamientos fueron reproducidos y mantenidos en las mismas
condiciones durante tres dias después del primer subcultivo (tiempo correspondiente a la
fase exponencial temprana), después de los cuales se cosecharon las células. Estas
células fueron separadas, en dos fracciones, una ribosomal y otra posribosomal; la
primera analizada por electroforesis, no sin antes medir su rendimiento, y la segunda

utilizada para medir el contenido de pro‘t-e‘mae en dicha fraccidn.

5.1 Rendimiento ribosomal

Los ribosomas obtenidos de 3 g de células procedentes de los cultivos en suspensién
SEM, SEl y SMC, fueron resuspendidos en 300 ul de amortiguador de carga (ver
metodologia) y se determind la absorbancia de una alicuota de 5 pl a 260 nm. El
resultado en unidades de densidad dptica (DO) fue muitiplicade por el factor de dilucidn
(60x) para obtener el rendimiento total. Cada uno de los valores reportados

corresponden a la media de tres repeticiones.
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En la figura & se muestra una clara superioridad en el contenido de ribosomas del cultivo
que ha mostrado un crecimiento mas activo, el SEL.  El cultivo SMC en presenta un
rendimiento de ribosomas es ligeramente mayor que en el cultivo SEM (ambos
procedentes de callos de embriones maduros), apuntando nuevamente a la presencia del

medio condicionado como el posible causante de dichas diferencias.
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Figura 8. Rendimiento ribosomal calculado en 3 g de peso fresco de células
obtenidas en los cultivos en suspensién SEM, SEl y SMC detenidas en la fase

exponencial temprana ubicada en el tercer dia después del primer subcultivo.
El rendimiento ribosomal es un pardmetro asociado a la sintesis de proteinas, y es un

indicador de la eficiencia de dicho proceso ya que se encuentra una relacién directa entre

la cantidad de ribosomas y la velocidad de sintesis (Lewin, 1993).
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5.2 Contenido de proteinas en la fraccién posribosomal

La fraccidn posribosomal obtenida después de la extraccion de ribosomas, contiene
todas las proteinas celuiares excepto las ribosomales. La cuantificacién de proteinas se
realizé siguiendo la técnica de Bradford y los resultados estan presentados en mg de
proteina calculados siguiendo el patrén de la curva obtenida con suero de albimina
bovina (curva patrén), para el total de proteinas contenidas en la fraccion posribosomal,

obtenida de 3 g de peso fresco de células en suspension.
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Figura 9. Contenido de proteinas (PT) cuantificadas por Bradford (585 nm de
absorbancia) en la fraccidn posribosomal de tres gramos de peso fresco de

células obtenidas en la fase exponencial en los cultivos SEM, SEl y SMC.

El contenido de protéinas es considerado como un pardmetro de crecimiento, dada la
directa relacidn entre la cantidad de células y el contenido de proteinas (Dixon, 1985),
Los resultados obtenidos en esta prueba, nos permiten reiterar las tenaencias
observadas en los cultives SEM, SEl y SMC, ya que puede verse que el comportamiento

de estos cultivos se mantiene, en el sentido de que SEl presenta un contenide de
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proteinas considerablemente mayor que SEM y que este a su vez se ve rebasado por el
presente en SMC. Estas diferencias nuevamente se ven afectadas por la naturaleza del

inéeulo, y por la presencia del medio condicionado.

5.3 Sintesis de protefnas durante la fase exponencial de los

cultivos celulares de maiz EM, El y MC

Esta prueba se realizd, de igual manera, con células obtenidas en los cultivos en
suspension SEM, SEl y SMC, esta vez los 60 ml de cada cultivo, fueron reducidos a un
volumen final de 5 mi, en el tiempo correspondiente a la fase exponencial temprana (73),
y mantenidos bajo condiciones in vitro. Cada cultivo fue marcado con 10 mCi de 5-Met
durante 24 h, después ae las cuales se cosecharon las células y se procedié a hacer la
extraccién de proteinas, para cuantificar la cantidad de **5-Met incorporada. Se usé un
contador de centelleo Ifquido, leyendo cada muestra durante 2 minutos. A continuacién
se presenta de manera gréfica las cuentas por minuto (CPM), calculadas para el total

de proteinas contenidas en el extracto de 2.5 ml de volumen celular.
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Figura 10. Sintesis in vivo de proteinas evaluada por la cantidad de *°5-Met
incorporada durante la fase exponencial temprana de los cultivos SEM, SEl y

SMC.

En la figura 10 se muestra que la cantidad de *5-Met incorporada por el cultivo celular
SEl es superior que la que se detecta en SMC, y que éste (itimo cultivo, tiende a
incorporar una cantidad mayor de >°5-Met que SEM. Estos resultados son una
evidencia mas en favor de que la eficiencia de la maquinaria de sintesis esté determinado
por la procedencia de las células establecidas en suspensién, siendo invariablemente
mayor en los cultivos que provienen de embriones inmaduros con respecto a los
generados por embriones maduros y que este (itimo, puede tener un incremento en la
velocidad de sintesis de proteinas si se encuentra en un medio acondicionado por el

medio de cultivo extraido de los cultivos SEI
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5.4 lsoelectroenfoque de las proteinas ribosomales acidas (PRAs)

Las pruebas anteriores, reflejan, de alguna manera la eficiencia de la maquinaria de
sintesis de proteinas en cada cultivo; al respecto las pruebas hechas por
isoelectroenfoque a las proteinas ribosomales Acidas aportan mas informacién en cuanto

a la condicién de dicha maquinaria.

En estas pruebas, los ribosomas extraidos, fueron sometidos a analisis de
isoelectroenfoque (IEF), aplicando muestras con un equivalente de & unidades de
Densidad éptica (DO) a 260 nm, en geles de acrilamida en el que el gradiente de pH se
encuentra entre 2.5 y 5, para detectar a las PRAs cuyo punto isoeléctrico se encuentra
entre 3 y 4. Esta prueba se realizé con ribosomas procedentes de células de SEM, SE| y
SMC y se usaron como control, ribosomas de ejes embrionarios (EE) de maiz (raza
Chalquefio), imbibidos 24 h, asi como ribosomas extraidos de callos de embriones

maduros e inmaduros de maiz .
En la ldmina 6 se muestran las proteinas ribosomales acidas en forma de bandas,

detectadas por su punto isoeléctrico en la electroforesis realizada a muestras

ribosomales, obtenidas de los cultivos mencionados.
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IV T o 1Y

1. Muestra ribosomal de EE. 2. Muestra ribosomal de CEl. 3. Muestra ribosomal de CEM. 4.
Muestra ribosomal de SEM. 5. Muestra ribosomal de SMC

Lamina 5. lsoelectroenfoque sensible a proteinas ribosomales 4cidas contenidas

en diferentes cultivos celulares SEM, SEl y SMC.

En la lAmina 1 se hacen visibles las diferentes bandas correspondientes a las proteinas
4cidas ribosomales (PRAs). En el carril 1, correspondiente a la muestra ribosomal

obtenida de ejes embrionarios (EE) germinados 24 horas, se pueden distinguir cuatro

bandas, de las que @ y b son las PRAs Pl y P2, respectivamente, en su forma no

fosforilada, las bandas correspondientes a las letras C y d son las mismas proteinas P1
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y P2 en este caso fosforiladas, lo que les confiere un punto isoeléctrico més Acido. La
intensidad de las bandas C y d habla de una mayor cantidad de las proteinas Ply y

méas alin de P2 en su forma fosforilada. En el carril 2, correspondiente a la muestra

ribosomal obtenida de callos generados por embriones inmaduros de maiz, también

pueden distinguirse las cuatro bandas a, b, ¢ y d. detectadas en el control (EE), sin

embargo la banda C en esta muestra aparece muy intensa, lo que puede interpretarse

como una mayor cantidad de la proteina P1 fosforilada. En el carril 3, correspondiente a

las proteinas ribosomales Aacidas contenidas en los cultivos de callo de embriones
maduros, se distinguen dos bandas, correspondientes a las bandas 2 y b, aun que en

este caso la intensidad de éstas es mayor en relacién con las vistas en CEl y mas ailin
que las que se distinguen en EE, lo cual quiere decir que las proteinas Pl y P2 se
encuentran mas abundantes en los cultivos de callos generados por embriones maduros
(CEM), y de estas proteinas, es la P2 la que se ve todavia con mayor intensidad, sin
embargo, en estos cultivos no se distinguen las formas fosforiladas de las proteinas
ribosomales acidas. En el carril 4 se corrieron los ribosomas obtenidos de los cultivos
SEM (obtenidos con callos CEM en suspensidn), en los que la concentracion de proteinas
ribosomales acidas es tan baja que no puede ser detectada por este sistema, dada la
baja resclucion de la impresién mostrada en esta lamina, no pueden distinguirse un par
de bandas extremadamente tenues que corresponderian a las proteinas P1y P2, En las
muestras ribosomales obtenidas de los cultivos tratados con medio condicionado (SMC),
se pueden distinguir dos bandas correspondientes a C y d, siendo la primera mas
intensa que la sequnda, lo que quiere decir que P2 es més abundante en su forma no
fosforilada que en estado fosforilado. Este (itimo carril fue obtenido en otra
electroforésis, en el que éstas bandas tenfan la correspondencia mencionada con
respecto al control. La muestra ribosomal obtenida en los cultivos en suspensidn SEI,
presentaron dos bandas intensamente expresadas, probablemente correspondientes a la

proteina P2 y P2 fosforilada, sin embargo, su posicién con respecto al control no
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reproduce |a situacion tipicamcnte encontrada en las PRAs de maiz, por lo que
consideramos que éste resultado debe ser reproducido, lo que si podemos afirmar es la

presencia y 1a abundancia de esta (o) proteina (o), en los cultivos SEI

Es interesante contrastar que las PRAs Pl y P2, se encuentran presentes en los callos
de embriones maduros, que son lo suficientemente abundantes para ser detectadas por
este sistema y que es en el sistema en suspensidn donde se ven considerablemente
disminuidas. La diferencia entre los sistemas de cultivos de callo o de células en
suspension, se manifiesta a diversos niveles, el medio liquido mantiene a las células
disgregadas, lo que reduce |a proximidad entre una célula y otra, incluyendo a las células
nodrizas, esto disminuye la actividad de los metabolitos producidos por las nodrizas
sobre otras células. En los medios sdlidos, las células se encuentran formando una
masa amorfa de tejido, en la cual los metabolitos de las células nodrizas alcanzan
répidamente a las células aledafias estimulando su divisién y las funciones biosintéticas
que preceden a éste proceso. Las diferencias en cuanto al contenido y naturaleza de las
PRAs, también pudo verse entre los cultivos obtenidos por embriones inmaduros CE!
(callo) y SE! (suspensidn), donde en el primer caso (carril2), se distinguen las cuatro
bandas, es decir se encuentra lasproteinas P1 y P2, ambos péptidos en estado no
fosforilado y fosforilado; en la suspensidn obtenida de estos callos (SEl), solamente se
distinguieron dos bandas. Estos resultados reflejan la importancia de las condiciones
fisicas en la que crecen los cultivos celulares, especificamente de la consistencia de los

medios de cultivo.
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ESTA TESIS NO Cogp
SALB DE LA BIBLIOTECA

Las observaciones obtenidas a partir de los cultivos SEl, han sefialado invariablemente la
superioridad de éstos en el crecimiento (figura 7), en el rendimiento ribosomal (figura 8)
en el contenido de proteinas (figura 9) y en la velocidad de sintesis de proteinas (figura
10), con respecto a los cultivos SEM y SMC, lo cual puede vincularse con la presencia de
las PRAs en estos cultivos y con su grado de fosforilacién, modificacién que incrementa
la afinidad de estos péptidos por el ribosoma en el proceso de sintesis de proteinas

(Saenz-Robles etal, 1990).

Considerando que las condiciones de incubacién no son las mas favorables para el
establecimiento de cultivos en suspensién obtenidos por callos de embriones inmaduros
(SEI) y que la densidad inicial de su respectivo cultivo madre fue del 60% de la utilizada

en los cultivos SEM, la respuesta de los cultivos SEl es aun mejor que los cultivos SEM.

De manera inversa, el comportamiento observado en los cultivos SEM, ha mostrado un
lento crecimiento, asi como un bajo rendimiento ribosomal y una velocidad de sintesis de
proteinas considerablemente inferior con respecto a los cultivos SEI, fenémenos que son

congruentes con la escasa la presencia de PRAs.

La adicién de un medio condicionado obtenido de un cultivo de alto rendimiento como SEl,
a un cultivo de lento crecimiento como SEM, ha mostrado una respuesta favorable a nivel
de crecimiento, de rendimiento ribosomal y en la velocidad de sintesis de proteinas,
comportamiento que puede estar relacionado con el incremento en la presencia de PRAs,
las cuales se hicieron presentes en la electroforesis en su forma fosforilada. Esto
sugiere un importante efecto del medio condicionado no sdlo sobre el crecimiento celular

sino también respecto a la eficiencia de la maquinaria de sintesis.

A pesar de que las PRAs no son el factor més limitante en el proceso de sintesis de
proteinas. ya que al parecer estos se encuentran principalmente a nivel de iniciacion

(Hershey, 1391}, los resultados aqui obtenidos permiten interpretar la funcién de las
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PRAs en el crecimiento de los cultivos en suspension. Debido a que la eficiencia de los
ribosomas esta relacionada con la presencia de PRAs (Ballesta y Remacha, 1996), puede
decirse que los ribosomas provenientes de cultivos de lento crecimiento, como lo es el
cultivo SEM, presentan relativamente pocas PRAs asociadas a sus ribosomas. Aun
cuando los principales mecanismos de regulacién en el proceso de traduccién se
encuentran en la fase de iniciacién, se ha demostrado que la participacién de las PRAs
durante la elongacidn, incrementa considerablemente la velocidad de sintesis (Ballesta y
Remacha, 1996); los resultados obtenidos en cuanto a la velocidad de sintesis de
proteinas, coinciden con lo anterior pues los cultivos SEM tienen una velocidad de
sintesis de proteinas relativamente baja, al igual que el contenido de PRAs en sus

ribosomas.

Es interesante notar que estas deficiencias, pueden ser “reparadas” de alguna manera,
por la aplicacién del medio condicionado obtenido de SEI (SMC), y que la presencia de
este medio condicionado en el cultivo, estimula su crecimiento y su velocidad de sintesis,

sucesos probablemente relacionados con la presencia de PRAs en sus ribosomas.

Las observaciones realizadas entre los cultivos SEM, SEl y SMC hicieron posible
detectar que la eficiencia de la maquinaria de sintesis de proteinas es un factor
asociado directamente con la velocidad de crecimiento. esto se confirma ai comparar el
rendimiento ribosomal, el contenido de proteinas asi como la velocidad de sintesis de

proteinas entre los tres cultivos.
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VI CONCLUSIONES



1. Entre los medios de cultivo probados, el que indujo un mayor crecimiento en las
suspensiones celulares de maiz generados a partir de callos de embriones maduros
(SEM), fue el correspondiente a 2ip-YMS®, aplicando la citocinina 2ip a una

concentracién de 0.1 mg L™y suplementado con las vitaminas del medio MS.

2 El tiempo que tardan las células en ﬁuspenﬁién de los cultivos SEM en alcanzar

un crecimiento exponencial es de 4 dias.

3. El crecimiento de los cultivos SEM es incrementado por la aplicacién del medio
condicionado procedente de cultivos en suspensién generados por callos de embriones

inmaduros de maiz.

4, El crecimiento de los cultivos SEM esta relacionado con la velocidad de sintesis
de proteinas.
5. La eficiencia de la maquinaria de sintesie de proteinas esta relacionada con el

contenido de ribosomas y de proteinas ribosomales 4cidas asociadas a estas

macromoléculas.
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VIl APENDICE



NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA MS (gL [R2 (g L)
Macronutrientes -' _

Nitrato de Amonic NHsNO3z 1.65 0.625
Nitrato de Potasio KNO5 1.9 0.953
Sulfato de Magnesio MgS0427H:0 0.37 0.37
Fosfato Mono Basico de Potasio KHPO, 0.7 017
Cloruro de Calcio CaCl 0.44 0.44

Micronutrientes

Acido Bérico HpBO4 0.0062 |0.0062

Sulfato de Manganeso MnS04:Hz0 0.0169 0.0169

Sulfato de Zinc Zn50457H,0 0.0086 |0.0086

Yoduro de Potasio Kl 0.00083 |0.00086

Molibdato de Sodio NazMo0402H,0 0.00025 |0.0003

Sulfato de Cobre CuS04°5H,0 0.00002 |0.00003
5

Cloruro de Cobalto CoClae6H,0 0.00002 |0.00003
5

Sulifato de Fierro FeS04°7H20 0.02784 |0.0278&

Etilen-Diamino-Tetracetato de Sodio | CioHuaNz010Naz22H.0 |0.0%724 |0.0373

Tabla 1. Compuestos inorgénicos usados en el medio propuesto pcr Murashige

y Skoog (MS) y en el medio R2 (MS modificado por Sanchez de Jiménez, 1981).




Compuesto  |Vitaminas MS g/l|Vitaminas MS* | Coctel 20 g/|
100X g/ 100X
Inositol 20 10 14.5
Ac. nicotinico | 0.1 (o} 0.15
Piridoxina 01 01 0.15
Tiamina o1 0.1 03
Glicina 0.4 0.02
Adenina 0.02
Biotina 0.
Ac. félico 01
Ac. aspartico 7.8
L-Asparagina 1
L-Arginina 1
L- Glutamina 6
Urea 45
Ac-Glutamico 0.75
Riboflavina 0.01

Tabla 2. Soluciones madre de los compuestos organicos usados en el

medio MS (VYMS), MS modificadas (VMS*) y en el suplemento Coctel 20.

Estas soluciones se aplican usando 10 ml/l de medio de cultive
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Trat/medio KIN1 KINZ2 BaC BavyMsS 2ipC 2ipvMS

K1 +

K2 +
BA

2ip

YMS + +

Coctel 20

Tabla 3. Tratamientos probados para el establecimiento de cultivos en suspensidn de callos

de embriones maduros (SEM.)

K1: Cinetina a una concentracién de 0.01 mg L. K2: Cinetina a una concentracién de 0.1 mg L’
BA: BA a una concentracién de 0.1 mg L™, 2ip: 0.1 mg L de 2ip. YMS*: 10 mIL" de YMS mas
0.01 mg L de glicina. Coctel 20: 10 ml L” de coctel 20 mas 1 mg L de adenina.



Compuesto |Vitaminas MS g/l|Vitaminas MS* | Coctel 20 g/l
100X g/l 100%
Inositol 20 10 145
Ac. nicotinico | 0.1 04 0.15
Piridoxina 01 01 0.15
Tiamina (o8] 04 0.3
Glicina 0.4 0.02
Adenina 0.02
Biotina (08
Ac. félico 04
Ac. aspértico 75
L-Asparagina 1
L-Arginina 1
L- Glutamina (5]
Urea 4.5
Ac-Glutédmico 0.75
Riboflavina 0.0

Tabla 2. Soluciones madre de los compuestos organicos usados
en el medio MS (VMS), M5 modificadas (VMS*) y en el suplemen-
to Coctel 20. Estas soluciones se aplizan usando 10 ml/l de medio

de cultivo
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