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RESUMEN 

Uno de lo5 objetivo5 de e5te trabajo fue encontrar !a5 condicione5 de cultivo in vitTO para 

célula5 de maíz en 5U5pen5iÓn que ofrecieran un buen crecimiento a partir de callo5 

generado5 de embrione5 madur05. Con e5ta finalidad 5e probaron diferente5 variante5 

5obre la compo5ición del medio de cultivo ba5al R2 (ver apéndice Tabla 1). En lo5 

tratamiento5 probado5, la5 modificacione5 5e hicieron oobre la concentración de N6
-

furfuril-aminopurina (cinetina), 5e probaron atra5 citocinina5 conocida5 como BA (N6 
-

Benzil-Adenina) y 2ip (2-ioopentil adenina) y 5e u5aron doo 5uplemento5, uno de 

vitamina5 (V-MS") y otro de aminoácido5 (Coctel 20). La re5pue5ta de loo cultiv05 a 

e5ta5 prueba5 5e evaluó a nivel de crecimiento, u5ando loo parámetro5 de paquete 

celular (PC), pe50 fre5co (PF) y peoo 5eco (PS). gracia5 a lo5 cuale5 fue pooible elegir el 

tratamiento má5 productivo y reproducirlo tanto en célula5 procedente5 de embrione5 

maduros (SEM) como de embrione5 inmaduro5 (SEi). E5to5 cultiv05 de célula5 en 

su5pen5ión, a su vez dieron lugar a un tercer cultivo, cuya población celular procede del 

cultivo SEM y el medio condicionado proviene del cultivo SEi. En e5to5 cultivre celulare5 

se evaiuó el efecto del medio condicionado oobre el crecimiento u5ando loo parámetroo 

convencionale5 de PC, PF y PS. Se realizaron atra5 prueba5 que proporcionaran cierta 

información a cerca de la condición de alguna5 caracterÍ5tica5 de la ma~uinaria de 

5Ínte5is de proteína5. Dicha5 prueba5 fueron la5 5iguiente5: re11dimiento ribooomal, 

cuantificación de proteína5 en la fracción p05ribooomal, evaluación de la velocidad de 

5Ínte5i5 de proteína5 ocurrida in vivo durante una activa divi5iÓ11 celular (fa5e exponencial) 

y la detección de la5 proteína5 ribooomale5 ácida5 pre5ente5 en loo ribreoma5 de la5 

célula5 ubicada5 en dicha fa5e mediante técnicas de electrofore5i5. E5ta información 

permitió valorar el efecto de un medio condicionado sobre el crecimiento de un cultivo 

celular de bajo rendimiento a5Í como 5ugerir pooibie explicación al lento crecim iento de lo5 

cultiv05 de células de maíz en su5pen5iÓn (SEM). ta cual puede estar relacionada con la 

eficiencia de la maquinaria de 5Ínte5i5 de proteína5. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las valiosas ventajas que ofrece la técnica de cultivo in vitro de tejidos vegetales. 

particularmente de células en suspensión, a la investigación básica 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 maíz es una de ellas y debido a su gran importancia económica ha 

sido sujeto de cada vez más investigaciones en este campo (Santos y Torné, 1986; 

Suprasanna et al. 1986). 

El cultivo de células en suspensión ofrece una composición considerablemente homogénea 

en la población celular; bajo condiciones in vitro, el crecimiento está determinado 

principalmente por el genotipo y por el estado fisiológico del explante; las condiciones 

físicas y químicas del medio de cultivo son también un factor determinante en dicho 

proceso. En este sistema, los compuestos químicos del medio de cultivo son 

aprovechados simultáneamente por todas las células, por lo que se puede asumir que 

todas lás células responden a las mismas condiciones (Darnell etal.,1990). 

En maíz, el sistema de cultivos en suspensión 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 está 

res-:;ringida por la duración del ciclo agrícola, lo cual reduce la utilidad de este modelo 

(Wang, 1987). Se ha demostrado que algunof5 cultivos de bajo rendimiento pueden f>er 

estimulados por la aplicación de medio de cultivo obtenidos de cultivos celulares con alto 

rendimiento celular, donde la presencia de células nodrizas es relativamente alta; el 

metabolismo de e5tas células modifica la compo5ición del medio de cultivo generando lo 

que aquí llamamos medio condicionado (Bellincampi y Morpurgo, 1987). 
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El crecimiento y proliferación celulares están antecedidos por procesos de biosíntesis; la 

eficiencia en el mecanismo de síntesis de proteínas, se ve reflejada en el crecimiento de 

los cultivos celulares, por lo que el análisis de estos parámetros podría 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 

suspensión obtenidos a partir de embriones maduros de maíz (SEM). ofrece una 

alternativa para la obtención de un sistema biológico manipulable que pueda ser el 

material para diversos tipos de investigación. 

En este trabajo se propone el uso del medio condicionado extraído de los cultivos 

celulares obtenidos por embriones inmaduros de maíz, como un suplemento que puede 

optimizar el crecimiento de los cultivos SEM. Así mismo, se describe el efecto de la 

aplicación de este medio condicionado, sobre el crecimiento y sobre algunas 

características de la maquinaria de síntesis de proteínas. 
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2. HIPOTESiS DE TRABAJO 

Si los me"tabolitos producidos por las células nodrizas se encuent;ran libres en el medio 

de cult;ivo de una suspensión celular de rápido crecimiento, como los obtenidos con 

embriones inmaduros (SEi). entonces la apl icación de és-ce medio condicionado podria 

es"timular la división celular en un cul"tivo de bajo crecimienw, como lo es el cult;ivo en 

suspensión ob"tenido de embriones maduros de maíz (SEM). 

Por ot;ra part.e, si las PRAs es"tán involucradas direc"tament;e en el mecanismo de 

biosínt;esis de pro"teínas, el cual es un proceso esencial duran-ce el crecimient;o y la 

división celular, podría haber una relación entre el cont;enido de las primeras en loB 

riboBomas y el crecimienw de la población celular de cultiv05 en BUBpenBiÓn ol1tenid05 por 

embriones maduros e inmaduroo de maíz de tal manera que: 

a) Los cultivos en BuBpenBiÓn logrados bajo condiciones in vitro que muestren un buen 

crecimienw (a partir de embriones inmadur05), cont;endrán una mayor cantidad de 

PRAs aBociadas a sus ribooomas que 105 cultiv05 con crecimient;o relativament;e bajo 

(a partir de embriones maduroo de maíz). 

b) La aplicación del medio condicionado obtenido a partir de SEi a loo cultivos SEM 

inducirá un increment;o en la velocidad de crecimienw de eswB cultivof.i y en la 

cantidad de PRAs aBOciada5 a loo ribosomas de éstas células. 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Encontrar las condiciones de cultivo in vitro que permitan establecer cultivos celulares en 

suspensión, obtenidos a partir de embriones maduros (cultivos SEM), e inmaduros de 

maíz (cultivos SEi) de la raza Tuxpeño, y evaluar el efecto del medio condicionado en el 

crecimiento de cultivos SEM así como en la eficiencia de la maquinaria de síntesis de 

proteínas y su relación con la presencia de proteínas ribosomales ácidas. 

Objetivos particulares 

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

cultivos celulares en suspensión de maíz a partir de embriones maduros. 

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

crecimiento los cultivos SEM 

3. Evaluar el efecto del medio condicionado sobre algunas características de la 

maquinaria de síntesis de proteínas mediante la evaluación del rendimiento ribosomal, 

del contenido de proteínas en la fracción posribosomal y de velocidad de síntesis in vivo 

de proteínas para los cultivos SEM, SEi y SMC. 

4. Encontrar la relaciÓn que pueda existir entre el crecimiento de los cult ivos con la 

presencia de las PRAs en los ribosomas y el efecto del medio condicionado con la 

velocidad de síntesis de proteínas. 
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Metas 

1. Establecer cultivos de células en suspensión de células de maíz provenientes de callos 

generados a partir de embriones maduros (SEM). 

2. Establecer cultivos en suspensión de células generadas por callos de embriones 

inmaduros (SEi ) y de embriones maduros con medio condicionado (SMC). incubadas 

en las condiciones elegida5 para la5 procedentes de embriones maduros. 

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

maquinaria de síntesi5 de proteína5. 

6 



11 ANTECEDENTES 



, 
MAIZ 

El maíz (lea mays L.) se encuentra entre Jos cuatro cultivos más importantes del mundo. 

La importancia del maíz es legendaria, el centro de origen y dispersión más probable es el 

continente americano, donde los indígenas domesticaron e iniciaron la selección del maíz 

contribuyendo relevantemente a Ja formación de razas y variedades que se han 

conservado a través del tiempo por los agricultores y han sido estudiadas y clasificadas 

por los científicos para su conservación, mejoramiento y mantenimiento . Una de las 

razas de maíz más explotadas comercialmente es la raza "Tuxpeño", la cual es el 

resultado de la hibridación entre las razas Olotillo y Tepecintle, clasificadas dentro de las 

mestizas prehistóricas. Las variedades de Tuxpeño se cultivan en las tierras bajas del 

Golfo de México (Reyes-Castañeda, 1990). 

El maíz es una planta monóica de cultivo anual y con un período vegetativo muy corto. 

Después de la fecundación, cada ovario 5e transforma en un fruto (cariópside), que lleva 

en su interior una oola semilla. La estructura de Ja semilla de maíz está conformada por 

la testa, el endospermo y el embrión. El embrión está formado por el escutelo (el cual 

corresponde al cotiledón), y por el eje embrionario, (Ver lámina 1), el primero es la conexión 

entre el endospermo y el eje embrionario, además de ser el encargado de absorber los 

productcs hidrolizados en el endospermo y transportarlos hacia el eje embrionario en 

crecimiento. El eje embrionario está constituído por el hipocótilo, el cual está cubierto por 

el coleoptilo; ésta estructura da origen a la hoja embrionaria, a la radícula y a la 

coleorrtza (Esau, 1977). 
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Lámina 1. Corte longitudinal de una semilla de maíz completa. 



1.1 Ubicaci6n taxon6mica 

Reino Plantae 

Phylum Tracheophyta 

Subphylum Pterapsidae 

Clase Angiosperma 

Subclase Monocotiledóneae 

Orden Graminales 

Familia Gramineae 

Tribu Maydeae 

Género lea 

Especie lea mays L. 

Tomado de Reyes- Castai'leda. (1990) 

2 CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES (CTV) 

El cultivo de células v~etales se basa en el principio de totipotencia celular, el cual 

estavlece que toda célula somática vegetal contierie el potencial genético y fisiológico 

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

La técnica de CTV consiete en el establecimiento in vit10 de cualquier tejido v~etal bajo 

CQ_ndiciones asépticas y ambientales controladas, en medios nutritivos adecuados 

(Berlín, 1986). 

El uoo de cultivos de célulae. tejidos y protoplasto5 vegeta les ha adquirido cada vez 

mayor importancia en áreas de investigacióri tanto báeica. como aplicada. Estos 
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5i5tema5 repre5entan un 5umini5tro continuo y homogéneo de material v~etal en un 

e5tadio fi5iol6gíco uniforme para la inve5tigaci6n a nivel fü;io16gico y tJi<x\uÍmico, por lo 

cual, e5to5 5i5tema5 contritJuyen al conocimiento de I05 proce5<>5 metatJ61iC05 y de 

5Ínte5i5 de mucha5 biomolécula5 (Thorpe. 1978; Torre5, 1988; Pollard y Walker, 1990). 

El e5tudio de lo5 proee505 morfogenétic05 y de diferenciaci6n celular 5e ha apoyado 

con5ideratJlemente en la técnica de C1Y (Langezaal y Scheffer. 1992). Mientra5 que la 

otJtenci6n de planta5 libre5 de viru5 (Va5il, 1987), la con5ervación de germopla5ma 

(Tome5, 1985) y la otJtenci6n de metatJolito5 5eeundari05 (Fujita y Tabata, 1987), oon 

otra5 de la5 múltiple5 aplicacione5 de e5ta técnica. 

2.1 Tipos de Cultiva5 de Tejidos Vegetales 

Exi5ten vari05 tipoe de C1Y, y de acuerdo con la cla5ificaci6n propue5ta por Thorpe en 

1978 e5to5 oon: 1) Cultivo de call05, 2) Cultivo de célula5 en 5U5pen5iÓn, 3) Cultivo de 

6rgan05, 4) Cultivo de meri5temoo, 5) Cultivo de protopla5to5, y 6) Cultivo de embrione5. 

A continuación 5e de5criben 105 d05 primeros dada 5U importancia en el pre5ente 

tratJajo. 

1) Cultivo de callos. E5 otJtenido por medio del ai5lamiento de 6rgan05 o tejid05 

diferenciadoo, 105 cuale5 oon llevado5 a una de5diferenciaci6n celular, mediante la 

aplicaci6n exógena de fitorr~uladore5 del tipo de la5 auxina5 y citocinina5 (Brown. 

1990). E5t05 cultiv05 5e caracterizan por pre5entar un crecimiento acelerado y una 

apariencia deoorganizada, lo5 cuale5 dan como re5ultado a una ma5a amorfa de tejido 

conocida como callo (Thorpe, 1978; Brown 1990). 
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En maíz se presentan tres tipos diferentes de callo. El primero es el callo Tipo 1, el cual 

es compacto, organizado y de lento crecimiento; el callo Tipo 11, es suave, friable y de 

rápido crecimiento. El tercero es el callo rizogénico en el que las cálulas tienden a 

diferenciarse en raíces o estructuras similares (root-lik:e structures). El cal!o tipo 11 es 

ideal para el establecimiento de cultivos de células en suspensión (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 

número y la estructura de los cromosomas (Orton, 1984). Wang sugiere que las plantas 

regeneradas a partir de embriones maduros de maíz son genéticamente más estables 

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

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

callos de tipo 11 en un determinado volumen de medio de cultivo líquido y mantenidos en 

agitación constante. Están caracterizados por la homogeneidad morfológica y 

bioquímica de sus componentes celulares (Torres, 1988: Damell et al., 1990). Durante la 

incubación. la cantidad de células aumenta hasta alcanzar un punto máximo, 

determinado como rendimiento del material celular. Si el cultivo es diluido (subcultivado) 

en este punto, se repite el mismo patrón de crecimiento. Cuando el crecimiento celular 

se evalúa a través del tiempo de incubación, se ol1tiene una curva de crecimiento, en la 

cual se distinguen cuatro fases: reposo, exponencial. estacionaria y de decaimiento. La 

fase de reposo. es la respuesta inicial de las células a las condiciones de cultivo y no se 

detecta división celular, esta última, ocurre cuando el inóculo se ha adecuado a dichas 

condiciones preparándose así a la división celular. El proceso de división celular se lleva a 

cabo en lo que se conoce como fase exponencial dentro la curva de crecim iento celular y 

su duración está limitada por los componentes del medio de cultivo, loo cuales han sido 

consumidos por el propio metabolismo celular. Cuando alguno o varios nut rientes dejan 

de estar disponibles en el medio, la división celular cesa y se inicia el alargamiento celular, 
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dando lugar a la fa!Xl eBtacionaria, en la que se registra la máxima densidad del cultivo y 

está sucedida por la fase de decaimiento caracterizada por muerte celular (Dodds y 

RobertB, 1982). El período entre la iniciación del cultivo y la fase estacionaria, está 

determinado principalmente por la densidad inicial del cultivo, la duración de la fase de 

repooo y la velocidad de crecimiento de la línea celular. Las densidades inicialeB bajas, 

prolongan la fase de repooo y la duración 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 división, durante fote proceoo se liberan al 

medio ciertoB metabolitoB que favorecen la división celular (TorreB, 1988 ). A pesar de 

las inveBtigacioneB realizadas en torno al factor condicionado, su naturaleza y 

composición siguen sin conocerBe (Bellincampi y Morpurgo, 1987). Se ha propuesto que 

eBtOB metabolitos pueden ser aminoácidOB (Pollard y Walker, 1990). Sin embargo éBte 

factor condicionante no puede !Xlr substituido por ningún fitorregulador (Bellincampi y 

Morpurgo, 1987). De alguna manera, las células nodrizas acondicionan el medio y 

eBtimulan el crecimiento del cultivo. La adición de este medio condicionado a cultivos de 

baja densidad incrementan su rendim iento (Moore, 1989). Se ha demostrado que las 

suspensiones celulareB diluidas se pueden dividir en un medio condicionado donde otras 

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

El cultivo de células en suspensión eB un modelo que ofrece suficiente5 ventajas a la 

investigación y eB motivo de diferentes estudios. Trabajos previOB, han demost rado que 

ocurren cambios en los proceoos fisioiógicos de los cu ltivos en suspensión de rápido 

crecimiento, taleB como el metabolismo de ácidOB orgánicos, la síntesis de aminoácidos, 

la reBpiración y la sínte5is de proteínas. En pruebas realizadas con cultivo in vitro de 

rosa, !Xl ha encontrado un decaimiento en el volumen ocupado por algunos componentes 

celulares como el retículo endoplásmico (ER) y los plaetidios. Si consideramos que el ER 

eBtá asociado con la formación de polipéptidos y que los plastidios son el lugar de 

síntesis de muchos aminoácidos !Xl puede reconocer la importancia de dichos 

componentes en la síntesis de proteínas. Baje condiciones in vitro, se ha observado 
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primero, un decaimiento en la síntesis de proteínas seguido de un decaimiento en el 

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

2.2 Requerimientos nutricionales en los C~ltivos de Tejidos Vegetales 

Los avances en la técnica de CTV están estrechamente correlacionados con los 

progresos en la investigación sobre los requerimientos nutricionales de las células. El 

medio nutritivo utilizado en CTV debe proveer a las células de iones inorgánicos, una 

fuente de carbono (usualmente sacarosa); la aplicación de ciertos componente!; como 

vitaminas, aminoácidos y r~uladores de crecimiento. Los componentes del medio de 

cultivo para callos y células en suspensión se pueden integrar en dos grandes grupos: 

componentes orgánicos y componentes inorgánicos (Hurtado y Merino 1987). 

2.2.1 Componentes inorgánicos 

Macronutrientes: indispensables para el crei;;imiento de la mayoría de los cultivos 

celulares. dichos nutriente!; son requeridos en cantidades relativamente grandes (sales 

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

Micronutrientes: son escenciales aúnque en cantidades menores para el crecimiento 

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

Se encuentran en la comp<15ición de la mayoría de 105 medi05 de cultivo y podem05 

clasificarlos en tres grupos: a) carl7ohidratos, b) vitaminas, c) ciertos compuestos 

nitrogenad05 (Hurtado y Merino, 1987). 

a) Carbohidratos. La mayoría de los CTV oon heterótrofos, dada la incompetencia 

fotosintética de los tejidos, por lo que se hace necesario suplementarios con una fuente 

de carbono (George y Serrinqton, 1984; Brown, 1990). La sacarosa y la glue05a inducen 

un mayor crecimiento de 105 cultivos, aunque eventualmente se utiii:za la fructosa como 

fuente de carl7ono (Fowler et al., 1982). Los niveles de carbohidratos requerid05 por los 

cultivos de tejidos vegetales están relacionad05 con los procesos morfogenéticos (Bonga 

y Von Anderkas, 1991). 

b) Vitaminas. Las vitaminas oon sustancias requeridas por las células para cumplir o 

llevar a cabo ciertas reacciones catalíticas escenciales en el metabolismo, ya que actúan 

como cofactores de la mayoría de las enzimas. La combinación de vitaminas propuesta 

por Murashige y Skoog ha sido amplia y exitosamente usada en CTV (George y 

Serrington. 1984 ). 

e) Compuestos Nitroqenados. Estos compuestos proveen a las células vegetales 

de una fuente inmediata de nitrógeno (N), que es utilizada más rápidamente que el N 

inorgánico; una fuente de nitrógeno reducido estimula la división de protoplastos y de 

células en cultivo. Diversos trabajos han señalando la importancia de !a aplicación de 

aminoácidos para ei crecimiento y la morfogéneeie in vitro de loo cultivos vegetales 

(George y Serrington, 1984). 
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2.3 Fitorreguladores en Cult ivo de Tejidos Vegetales 

El control del crecimiento vegetal está regulado por las hormonas vegetales 

(fitorreguladores). los cuales pueden definirse como aquellas sustancias orgánicas que 

son activas en concentraciones mínimas (del orden de 10·6 M o menos), que se sintetizan 

en una parte específica de la planta, y que generalmente se translocan a otro sitio, en 

donde producen las respuestas bioquímicas relativas al crecimiento y diferenciación de 

los tejidos y órganos con los cuales se ponen en contacto (Moore. 1989). 

Se conocen cinco tipos de fitorreguladores que controlan el crecimiento y desarrollo de 

las plantas, los cuales han sido clasificados por su naturaleza química y por los efectos 

fisiológicos en los que están involucrados. Estos fitorreguladores son los siguientes: 

giberelinas, citocininas, etileno, ácido ab5císico y auxinas (Bewley y Black, 1994). Entre 

estos, las auxinas y las citocininas son ampliamente utilizad05 en la técnica de C1Y. 

La naturaleza del desarrollo vegetal requiere que las plantas r~ulen contínuamente la 

división y el alargamiento celular, en respuesta a señales genéticas, así como a una 

amplia variedad de factores ambientales. Muchos estudi05 fisiológ icos han demostrado 

que los fitorreguladores del tipo de las auxinas y las citocininas, tienen funciones 

fundamentales en la regulación del crecimiento vegetal. .Ambos compuestos son 

aparent emente escenciales para el crecimiento de celulas en cultivo. La organogénesis 

en cultivo de tej idos es modificada por los cambios entre lai; concentraciones de auxina y 

citocinina (Hobbie et al., 1994 ). La rizogénesis y la embrioqénesis son procesoi; de 

diferenciación ceiular que se promueven al incrementar !as concent raciones de auxinas 

con respecte a las citocin inas: en cambio al invertir eetas concent raciones y aumentar ia 

de citocininas con ~especto a la de auxinas se induct; al t ejidu veget al a la formac ión de 

brotes advent icios. Ei estado de desdiferenciación celular depende dei balance entre ias 

concerrtraciones de estos fi torreguiadores (Fakhrai y Fakhrai, 1990 ). Experir-ientos 
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realizad05 con aplicaciont:!> exógenas de auxinas y citocininas, han dem05trado que cada 

uno de est05 fitorreguladores puede modificar dramáticamente el crecimiento y 

desarrollo de la planta, y que estos tienen funciones antagónicas (Li et al, 1991). A pesar 

de su importancia, aún se sabe muy poco acerca de los mecanismos de acción de est05 

fitorreguladort:!> a nivel molecular (Hobbie et al, 1994 ). 

2.3.1 Auxinas 

Las auxinas t:!>tán involucradas en diferentes aspectos en el crecimiento y desarrollo de 

una planta, en los que están incluídos el fototropismo, el gravitropismo, el alargamiento, 

la diferenciación vascular, así como en la formación de ramificaciones laterales en tallos 

y raíces (Droog et al., 1993; A bel et al., 1994 ). 

En 105 tejid05 tratados con auxinas se estimula la síntesis de DNA, RNA y de proteínas, 

lo que permite la proliferación celular (Thorpe. 1978). En general, tod05 los cult:Vos 

celulares necesitan un suministro exógeno de auxina para un continuo crecimiento 

indiferenciado (Everett et al., 1981). 

El ácido indolacético (AIA) es la principal auxina natural en plantas superiores. Sin 

embargo hay muchos compuestos sintéticos que pueden llamarse auxinas. ya que su 

acción fisiológica es similar a la del AIA (Moore, 1989). En la planta, las auxinas se 

encuentran en mayor concentración en los tejidos meristemáticos y esta concentración 

disminuye al alej.:irse de éstos (Devlin eta/., 1987). 

Los efectos de las auxinas se dividen en dos categorías en función de! t iempo de 

repuesta : las que ocurren rápidamente después de la exposición a la auxina, como la 

deformación y el alargamiento de la pared celular y las respuestas de largo plazo como la 

división y la diferenciación celulares (Jacobs y Ray, 1976). 
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Uno de !os efectos de \as auxinas mejor estudiados es e\ rápido alargamiento en 

secciones de ta llo, hipocótilo y coleópti lo. De acuerdo a la hipótesis de crecim iento ácido 

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 acid ificación de la pared celu lar 

inducida por las auxinas, !as cuales inducen alguna manera, la pérdida de la pared celular 

permitiendo la expansión celular debido a la turgencia (Cleland y Rayle, 1978). Se ha 

postulado que posiblemente la acción de una ATPasa localizada en la membrana, actúa 

como una bomba de protones. causando la acidificación de la pared celular. El 

incremento de H' debilita los enlaces no covalentes entre los polímeros de xiloglucanos y 

las microfibrillas de celulosa de la pared celular (Cleland, 1976). De esta manera, las 

auxinas promueven la excreción de protones en la célula reduciendo e\ pH de la matriz de 

la pared provocando la pérdida de la pared celular (Cleland y Rayle, 1978). Por esto, 

puede deciri;e que los iones hidrógeno actúan como segundos mensajeros de !as auxinas 

(Cleland, 1988: Yi et al. , 1996). 

Esta hipótesis tiene algunas deficiencias. ya que la síntesis de RNA y de proteínas 

inducidas por auxinas es casi inmediata a su adición, mientras que las enzimas 

involucradas en la degradación y síntesis de la pared ceiuiar tiene un período de retraso 

en su aparición (Baulcombe y Key, 1980). Por otra parte se han encontrado que otras 

sustaricias, como la fucosina o la simple acidificación del medio que pueden producir el 

efecto de elongación ael tej ido blanco, al menos por un i;iempo (Jacobs y Ray, 1976). 

A nivel molecular, el papel de las auxinas aún no es claro; se ha reportado que estimulan 

la síntesis de rRNA (Gu!lfoyle. 1980), así como de mRNA para proteínas ribosomales 

(Gantt y Key, 1985). Tamvién se ha observaac que alteran el patrón de :as proteínas 

sintetizadas e'1 los t ej idos est imulados con est e tipo de fitorrequ'adores. Además, ia 

acción de ias auxinas ha sido asociada con los cambios en el estado de fosforilación de 

proteínas ceiulares (Pérez et al. 1990). 
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Se han reportado numerooos ejemplos de cambios en la actividad de loo canales iónicos 

debido a la presencia de auxinas (Marten et al, 1991). Cambios en el pH citoplásmico han 

sido detectados en respuesta a la aplicación ex6gena de auxinas; diferentes trabajoo 

señalan que el efecto de acidificación citoplásmica puede ser invertido produciendo una 

alcalinización al incrementar la concentración de auxinas minutos después de ser 

aplicadas (Gehling et al .. 1990). En cuanto al papel que presentan en la fosforilación de 

proteínas. se ha demootrado en Arabidopsis, que la auxina activa a la cinasa que fosforila 

a la MAP cinasa, la cual regula varios sustratos incluyendo a aquelloo que participan en 

la división celular (Jonak et al., 1994). Por otra parte, se sabe que las auxinas regulan 

muchoo de los genes involucrados en la división y diferenciación celular, las auxinas 

inducen cambios en la actividad de ciertos genes, loo cuales podrían ser parte de una 

ruta general de control de crecimiento y metabolismo; dichos genes son generalmente 

inducidoo en un período de horas después de la adición de las auxinas (Hobbieet al, 1994; 

Napier y Venis, 1995). 

2.3.2 Citocinlnas 

Las citocininas fueron identificadas por primera vez por Skoog y Miller como un factor 

escenc1al para la división celular de tejidos en cuitivo (Skoog y Mi!ler, 1957). Estudios 

subsecuentes han sugerido que las citocininas participan en una amplia variedad de 

procesos de desarrolllo como morfogénesis, brogénesis de cloropiastos y senescencia 

(Kaminek, 1992). Además muchos experimentos han demootrado que las auxinas y las 

citocininas interactúan para regular varios procesos de crecimiento y desarrollo tales 

como la organogénesis en cultivos de tejidos y en la dominancia apical en plantas 

completas (Skoog y Miller, 1957). 

El nombre genérico de las citocininas es empleado para aquellas sustancias ~.uímicas 

que pueden estimular la div,si6n celular o citocinesis. Casi todas !as citocininas 
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conocidas, tanto naturales como sintéticas, son derivados de la adenina, en los cuales el 

grupo amino lleva determinados sustituyentes en la posición 6 (Hurtado y Merino, 1987; 

McGaw, 1988). 

La actividad de las citocininas en la división celular, está asociada a la molécula de 

adenina. En las citocininas sintéticas como BA y cinetina, ésta molécula presenta un 

anillo purínico intacto y un sustituyente cíclico en la posición N6
. Aparentemente es 

esta dimensión molecular masiva del sustituyente la que confiere a las citocininas una 

mayor actividad. Para otras citocininas la actividad está determinada por la longitud de 

la cadena lateral sustituyente y por su grado de saturación. En citocininas como la 

zeatina y 2ip, los sustituyentes oon cadenas de cinco carronos no saturadas (Ver 

lámina 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 citocinínas en la expansión celular están acompañados por !a 

extrusión de protones del tejido, incrementando así el potencial eléctrico transmembranal 

(Zeroni y Hall, 1980). 

Las citocininas por otra parte, incrementan el contenido de proteínas (T epfer y Foslet, 

1978), y la actividad de algunas enzimas como endopeptidasas, pirofosfatasas, fosfoenol 

piruvato carboxilasas (Karavaiko et al., 1978), RNA polimerasa (Kulaeva, 198i) y DNA 

polímerasa (Vázquez y Reyes, 1990). También incrementan la tasa de biogénesis de 

cloroplastos y la síntesis de la ribul05a bifosfato carl:>oxilasa (Harvey et al., 1974). 

Además de adelantar los ciclos celulares y la ;;íntesis replicativa de DNA (Reyes et al., 

1991). 

Se ha propuesto un amplio número de posil11es mecanismos de acción de las citoc ininas. 

Del1ido a que se les ha encontrado unidas a los tRNA, cerca de la posición del anticodón, 
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se ha sugerido que actúan sobre el metabolismo de las proteínas a nivel de la traducción 

(Thomas, 1977). 

Bhattacharya y Roy en 1969 demostraron los efectos de las citocininas en la síntesis 

de proteínas. Se ha encontrado que las citocininas estimulan la síntesis de proteínas y 

de RNA en hojas de tabaco (Zeroni y Hall, 1980). Otros trabajos han demostrado que 

las citocininas se unen a los ribosomas 80S; en pruebas posteriores, se ha encontrado 

una considerable cantidad de proteínas que reconocen a las citocininas (Cytokinin 

Binding Protein, CBP), asociadas a los ribosomas; así mismo se ha demostrado que las 

citocininas incrementan la velocidad de incorporación de aminoácidos marcados a las 

proteínas sintetizadas, esto sugiere que puede haber una influencia directa sobre los 

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

La acción de las citocininas a nivel molecular es desconocido. Al igual que otros 

fitorrequladores, se piensa que las citocininas interactúan con un receptor protéico 

específico iniciando una cascada de transducción de sei'l.ales que finalmente daría los 

cambioo en la expresión genética. Se han identificado muchas proteínas que interactúan 

con las citocininas (CBP), pero hay muy pocas evidencias acerca de como estas 

proteínas actúan como receptores (Palme, 1993). 

2.4 Cultivo in vitTo de maíz 

Aún cuando se ha reportado el establecimiento de cultivos de tejidos para la mayoría de 

loo cereales, la capacidad de manipuiar estas especies a nivei celular de manera 

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

La regeneración de plantas de maíz a partir de cultivos in vilro se ha logrado 

principalmente a partir de callos derivados del embrión inmaduro (Green y Phil!ips. 1975). 
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de anteras (Ting et al., 1981, citado por Wang, 1987). glumas (Suprasanna et al., 1986). 

espigas inmaduros (Rhodes eta/, 1988). de hojas (Chang, 1983), de mesocótilo (Harms et 

al., 1976) y de segmentos de plántulas (Santos y Torne, 1986). 

Para la obtención de callos friables de maíz 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 (Dolezelová et al., 

1992). El estado fisiológico de los embriones de maíz es una característica muy 

importante para evaluar la velocidad de respuesta de estos tejidos a las condiciones de 

cultivo; los embriones inmaduros de maíz presentan una elevada actividad metabólica en 

relación al estado quiescente de los embriones maduros (Wang, 1987). 

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 utilización de 

embriones maduros para ~te propósito, permitiría prescindir de dichos requerimientos 

ya que éste material biológico puede ser almacenado en un espacio reducido y por un 

tiempo considerable (Wang, 1987). 

El establecimiento de células de maíz en suspensiór: ha enfrentado diferentes problemas 

en los que están inciuidos la friabilidad del callo inoculado. la tendencia de las celulas a 

diferenciarse en raíces o en estructuras parecidas a las raíces (root-like structures). lo 

que se traduce en una reducción en la capacidad de regeneración. El desarrollo de callos 

friables permite una suspensión con rápido crecimiento y una buena dispersión en las 

células de maíz reduciendo la competencia por espacio y nutrientes (Green, 1982). 
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3. SÍNTESIS DE PROTEÍNAS (SP) 

La síntesis de proteínas es uno de los mecanismos biosintéticos más complejos, y 

consume aproximadamente el 907. de la energía química usada para todas las reacciones 

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

La velocidad de síntesis de proteínas está relacionada con el estado metabólico de la 

célula; por ejemplo, la fecundación, la mitosis, la deficiencia de nutrientes, el estrés, y los 

tratamientos hormonales alteran la síntesis de proteínas (Lewin, 1993). 

La síntesis de proteínas es un proceso constituido por una serie de eventos escenciales 

para la vida tanto en células procariontes como en organismos superiores. Por ser de 

gran importancia, este proceso debe ser controlado molecular y metabólicamente en 

cada una de las etapas de la síntesis de polipéptidos. En la síntesis de proteínas están 

involucrados los tres tipos de RNA, el RNA ribosomal (rRNA), el de transferencia (tRNA) 

y el mensajero (mRNA). El mRNA contiene la información genética para la síntesis de 

una proteína. Hay tres tipos de rRNA en procariontes: 55, 165 y 235 y cuatro en 

eucariontes 55, 5.85, 185 y 265, los cuales se encuentran formando parte constitutiva 

del ribosoma j unto con las proteínas ribosomales. El tRNA es la molécula adaptadora en 

la traducción dei mensaje y contiene ei anticodón, triplete 'lue recor.oce ai codón 

correspondiente en el mRNA (Lewin, 1993; Lehninger et a/.,1993; ). Los r ibosomas son los 

princ ipales componentes celulares involucrado en la síntesis de proteínas y el s it io físico 

donde se reúnen las proteínas necesarias para la realización de este proceso (Lewi!1 , 

1993). 

3.1 Ribosomas 

Se encuentran aproximadamente 20 000 ribosomas por célula y constituyen la cuarta 

parte de la masa celular. El tamai'lo de los ril:losorr;as dep1mde del organismo, en 

2 i 



eucariontes e5t.1ils partículas oon mayore!ó que en los procarionte!ó. Por su velocidad de 

sediment.1ilción se clasifican en 805 en eucariontes y 705 en procariontes: dado que 106 

rib06omas se encuentran dividid06 en dos subunidades desiguales, una mayor y otra 

menor se ha determinado de la misma manera a la subunidad mayor como 605 en 

eucariontes y 505 en procariontes y a la subunidad menor como 405 y 305 

respectivamente (Lewin, 1993). 

Los ribosomas son macromoléculas compuestas por ácidos ribonucléicos (RNA) y 

proteínas. En eucariontes la subunidad mayor contiene aproximadamente 47 proteínas 

ribosomales diferentes y tres moléculas de rRNA 55, 285 y 5.85. La subunidad menor 

contiene un sólo tipo de rRNA, el 185, además de 30 proteínas ribosomales 

aproximadamente (Lewin, 1993). (Ver lámina 3) 

L06 ribooomas de tod06 los organismos están divididos en dos regione!ó funcionale!ó: el 

dominio de traducción que comprende cerca de las dos terceras parte!ó de la estructura 

del riboooma, y el dominio de salida: estos dominios se encuentran cerca de los extrem06 

opuestos del rib06oma. El dominio de traducción comprende la cabeza, la plataforma de 

la subunidad menor y el tailo (Hill et al .. 1990). El tallo e6 uno de 106 aspectos más 

característicos en la estructura de la subunidad mayor, e6 una protuberancia lateral 

muy flexible formada por un complejo pentamérico de proteínas compuesto por dímeros 

de las proteínas L12 y L7, asociados a una copia de L10 en bacterias: en eucariontes 

este tallo está constituido por las proteínas P1 y P2 dispuestas también en dímeros, 

aoociadas a una copia de PO (Ballest.1il y Remacha, 1996). 

La función biológica de los ribosomas es compleja en eventos tales como el 

reconocimiento entre el codón del MRNA y el anticodón del t RNA, la captación del mRNA. 

la unión de los aminoacil-tRNAs específicos, la fomiac ión de en iaces peptídicos y la 

transposición tísica del ribosoma a lo largo del mRNA (Lewin, 1993). 

Los ribosomas se unen al mRNA en o cerca del extremo 5' del codón de inicio; leyendo un 

codón a la vez y moviéndose hacia el extremo 3' a lo iarqo del mRNA hasi;a complec:ar la 

sínte!óis secuenciai de la proteína. La t ransposición de los ribosomas a lo largo del 

mRNA, se da por un proceso mecanoquímico dependiente de GTP (5tl')'er, 1988). Una 

molécula de mRNA se asocia con varios r ibooomas. formando así los polioomas (5teiner y 

Pomerantz, 1981). El tamaño del polisoma depende de la longitud del mensajero y de la 

frecuencia de ribosomas unidos a éste; en promedio hay 8 ribosomas unidos (en 
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diferentes posiciones sobre el mRNA) simultáneamente (Lewin, 1993). Cada ribosoma 

sintetiza un sólo pol ipéptido. El mensajero en organismos eucariontes qeneralmente 

codifica para una proteína (monocistrónico), mientras que para procariontes se 

encuentra el molde para varias proteínas (policistrónico) (Lewin, 1993). 

En las células de eucariontes algunos ribosomas están libres en el citosol, mientras que 

otros están unidos a un extenso sistema membranoso llamado retfoulo endoplásmico 

(ER) que abarca aproximadamente la mitad del total de la membrana celular. La región a 

la que se unen los ribosomas se llama ER rugoso por medio de la subunídad mayor 

(Dahlberg, 1989). 

La formación de ribosomas es un proceso que responde a la variación en el nivel de los 

nutrientes celulares, a los diferentes estados de desarrollo celular y a la presencia de 

reguladores de crecimiento y hormonas. Se ha sugerido que existe una estrecha relación 

entre la proliferación celular y la formación de ribosomas (Lewin, 1993). 

3 .2 Proteínas ribosomales ácidas (PRAs) 

La mayoría de las proteínas que constituyen al ribosoma son proteínas básicas. sin 

embargo, la presencia de algunas proteínas ácidas es una caracterfotica univer.:;al de los 

organismos de los tres dominios, arqueobacterias, eubacterias y eucariontes (Bermejo et 

al., 1994). Dichas proteínas 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 proteínas ácidas se encuentran en la subunidad mayor de los ribosomas formando 

una protuberancia lateral flexible !!amada tallo (Ver lámina4). Se ha propuesto que este 

tallo participa durante la síntesis de proteínas, en :a interacción entre los factores de 

elongación y el ribosoma. Los componentes correspondientes al tallo de !os ribosomas 

eucariontes muestran características similares a sus contrapartes en procariontes y se 

ha aceptado que j uegan una función análoga sobre la maquinaria básica de sínt esis de 

proteínas, (Ballesta y Remacha, 1996). 

Las proteínas ácidas del ribosoma han sido denominadas de diferente manera 

dependiendo del organismo en estudio: en este trabajo est as proteínas sc'l !!a:'1¡;;das 

siguiendo la clasificación propuesta por Wool y colaboradores (1 991), do,.,de ~ e 0:;giere 



Protuberancia Central 

Cresta 

Lámina 4. Subunidad mayor del riboooma eucarionte, mostrando la 
ubicación de las proteínas ácidas (Ballesta y Remacha, 1996). 

Lámina 5. Estructura pentamérica formada por las proteír.as rit:iosomales 
ácidas en el tallo de la subunidad mayor del ribosoma (Ballesta y Remacha, 
1996). 



asignarlas como proteínas A en procariontes y como proteínas P en eucariontes. Las 

primeras están representadas por :as proteínas L7 y L12 y son análogas a P1 y P2 

encontradas en eucariontes (Wool et al., 1990). 

Las proteínas A y P nbosomales tienen propiedades fisicoquímicas y pesos moleculares 

similares. y parecen tener la misma función en la síntesis de proteínas. Las proteínas P 

difieren de las proteínas A en que las primeras están codificadas en genes 

independientes (Ballesta eta/., 1993), mientras que las A (L7/L12) están codificadas en el 

mismo gene y sólo hay cambios a nivel postraduccional, (Payo et al ..• 1995). Entre estas 

proteínas r ibosomales ácidas, sólo las proteínas P se fosforilan en el ribosoma y 

aparentemente es esta modificación la que permite su integración a la subunidad mayor 

durante el ensamblaje de los ribosomas (Bermejo et al., 1994). Un número considerable de 

proteínas P se encuentra en el citoplasma y son intercambiables con las presentes en el 

ribosoma, mientras que en células procariontes las proteínas A se encuentran asociadas 

al ribosoma (Ballesta et al., 1993). 

Las proteínas P que se encuentran en el citoplasma se incorporan al ribosoma, después 

de iniciarse la traducción del mensaje. y son liberadas nuevamente cuando el ribosoma 

deja al mensajero después de la terminación. Este intercambio está mediado por la 

fosforilación de las proteínas ácidas; se ha demostrado que esta modificación afecta la 

afinidad de estos péptidos por el ribosoma drásticamente (Saenz-Robles et al., 1990). 

El extremo carboxilo es muy similar en todas las proteínas P de los organismos 

eucariontes; el alto grado de conservación de esta estructura sugiere que tiene una 

función importante, debido a que queda aparentemente expuesta al medio externo, 

probablemente interactúa con ios factores de elongación. La secuencia de los 17 

aminoácidos del extremo carboxi!o de las proteínas PO. P1 y P2 son casi idénticas y está 

altamente conservada entre las especies (Hasler et al., 1991). 

La proteína PO fue reportada por primera vez en ribosomas de pollo como una proteína 

no ácida con una masa molecular de 40 kDa. la cc;a i reaccionaba con los anticuerpos 

específicos para P1 y P2 (Towbin , 1982, citado ~n Ballesta y Remacha, 1996). 

Posteriormente la proteína PO se ha encontrado en los ribosomas de otros eucariontes 

(Ballesta y Remacha, 1996). 
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La cercana relación funcional y estructural entre las proteínas P ácidas con la proteína 

PO lleva a considerar que PO puede t ambién estar implicada en los mecanismos de 

regulación en 105 que las proteínas P parecen participar (Santos y Ballesta, 1994). 

Dada la similitud entre las secuencias de PO y L10 no es sorprendente que se proponga 

una homología funcional entre ambas; PO es más grande que L10 y tiene una prolongación 

en el extremo carboxilo cuya secuencia de aminoácidos es muy similar a la presente en 

las proteínas ácidas P1 y P2. Esta estructura sugiere una fusión entre una proteína 

parecida a L10 (L10-like) y una proteína ácida. La proteína PO se une directamente con 

el rRNA en el domino GTPasa; esta interacción es mucho más fuerte que en los 

ribosomas bacterianos (Ballesta y Remacha, 1996). 

En bacterias se ha demostrado que los dímeros de L7 y L 12 interactúan con el extremo 

carboxilo de la proteína L10 logrando un pentámero extremadamente estable (Ver lámina 

5). Este complejo (L7/L12)4-L10 se une a través del dominio amino de L10 al 23S rRNA, 

dejando el extremo carboxilo expuesto hacia el citoplasma formando la señal (pit) del 

tallo. La posición del sitio de unión del pentámero al rRNA 23S está comprendida entre 

las posiciónes 1000 y 1200 de la secuencia nucleotídica del rRNA 23S y está altamente 

conservada en los ribosomas de todas las especies. Esta región del rRNA 23 S se 

sobrelapa con el dominio GTPasa. Este sitio es responsable de las reacciones 

hidrolíticas traduccionales dei GTP asociadas a las reacciones de elongación de la 

cadena peptídica y es un sitio importante para el reconocim iento de los factores de 

elongación (Ballesta y Remacha, 1996). En eucariontes se ha demostrado que las 

proteínas P ácidas también forman una estructura pentamérica, llamada complejo P, el 

cual consiste en la unión de los homodímeros formados por P1 y P2 unidos a PO por su 

extremo amino terminal (Hasler el al, 1991: Santos y Ballesta, 1994). Esto sugiere una 

similitud funcional entre PO y la proteína bacteriana L10. 

Las PRAs. en contraste con el resto de las proteínas estructurales del ribosoma, están 

presentes en más de una copia por ribosoma (Payo el al, 1995). Se ha demostrado que la 

cantidad de PRAs presentes en el ribosoma no es constante y i;i,ue depende del estado 

metabólico de la célula (Saenz-Robles et al, 1990). 
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3.2.1 Fosforilación de Proteínas Ribosomales 

La fooforilación es un tipo de modificación covalente, reveraible. que r~ula la actividad de 

muchos enzimas y otras proteínas. Las proteínas que catalizan esta reacciones son las 

proteínas cinasas, las cuales transfieren un grupo fosfato de un nucleótido trifoofatado 

a reaiduos aminoácidos como la serina, treonina o tirooina. Las proteínas foofatasas 

revierten el efecto de las cinasas catalizando la hidr6lisis de los grupoo foofato unidos a 

las proteínas. Las cinasas específicaa fosforilan a una sola proteína y las cinasas 

multifuncionales fosforilan a varias proteínas semejantes entre sí. Está bien establecido 

que la fosforilación y defosforilaci6n de proteínas es un importante mecanismo de 

regulación de la actividad celular en respuesta a una amplia variedad de estímuloo tanto 

internos como externos (Stt;yer. 1988 ). 

Entre las proteínaa fooforiladas, se han reportado algunas proteína¡; ribooomales en 

levaduras incluidas las proteínas ácidas del ribo60ma (Ballesta et al, 1993). A diferencia 

de las proteínas ribooomales ácidas a60ciadas al ribosoma, las proteínas P presentes en 

el citoplasma no están fosforiladas (Ballesta y Remacha, 1996). En Saccharomyces 

cerevisiae se ha reportado que la serina es el único aminoácido modificado y que sólo un 

grupo foofato se incorpora por proteína; en mamíferos se ha encontrado que las 

proteínas P1 y P2 están multifooforiladas en los ribosomas (Wool et al, 1991). Esta 

modificación parece causar dramáticos cambios estructurales los cuales afectan la 

afinidad de estos péptidos por el riboooma. La fosforilación de P1 y P2 permite su 

ensamblaje al riboooma. El intercambio entre las PRAs citoplásmicas y el ribo60ma. muy 

probablemente se da a través de un proceso activo de fosforilaci6n y defosforilaci6n 

relacionado con la poblaci6n de proteínas P presentes en el ribosoma (Saenz-Robles et al, 

1990). 

La ubicación del sitio de fosforilación se encuentra en el extremo carl:>oxilo de las 

proteínas ácidas. en dicho sitio se encue;-iu a un grupo de residuos aminoácidos ácidos 

rodeando los sitios potenciales de fosforilación, ubicados en las serinas 102 y 105; esta 

secuencia corresponde al consenso de reconocim ientc para las caseín cinasas t ipo il (CK 

11) (Hasler et al., 1991); aunque se han reportado vanae; proteínae; cina!'ias capaces de 

fosforilar in vitro a las PRAs. En S cerevisias la Caseín cinasa tipo 11. fosforiia a P1, P2 y a 

PO. e;in embargo, una cinae;a purificada de maíz sólo fosforila a P2 (Sepúlveda et al, 1995; 

citado en Ballesta y Remacha, 1996). sugirienao !a existencia de proteínas-cinasas 

ee;pecíficas para cada proteína P (Ballesta y Remacha, 1996). 
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Las proteínas ácidas del ribosoma pueden ser consideradas como resultado de un 

reciente evento evolutivo, debido a que al igual que los factores de elongación, no son 

componentes escenciales de la maquinaria básica de síntesis de proteínas. (Ballesta et 

al., 1993). Los ribosomas son capaces de participar en la síntesis de proteínas en 

ausencia de las proteínas ácidas, aunque el proceso de síntesis en estas condiciones, es 

mucho menos eficiente y al parecer, la traducción de los mRNA es desigual, afectando 

más a unos mensajeros que a otros (Ballesta y Remacha, 1996). 

3.3 Traducción 

La síntesis de proteínas o traducción, es un proceso en el que el alfabeto de ácidos 

nucléicos, constituido por cuatro letras que corresponden a las cuatro bases 

nitrogenadas se traduce al alfabeto de 20 aminoácidos de las proteínas (Stryer, 1988). 

La información genética específica para cada una de las proteínas se encuentra 

organizada en los codones transcritos del molde de DNA en el RNA mensajero (Leh11inqer 

et al., 1993 ). 

El proceso de traducción pasa por diferentes etapas, cada una de las cuales está 

caracterizada por la presencia de factores específicos (Lewin, 1993). 

3.3.1 Activación de Aminoácid05 

Es la primera etapa de la traducción y ocurre en el citosol; co11siste en la unión covalente 

de cada aminoácido a su respectivo RNA de transferencia (tRNA): esta reacción es 

catalizada por las aminoacil-tRNA sintetasas dependientes de Mg++, a expensas de la 

energía proporcionada por el ATP (Lehn inqer et 81. , 1993). Lvs aminoácidos una vez 

activados, oon transportad05 a 105 ribooomas por las moléculas de tRNA específicas 

(Stryer, 1988 ). 

3.3.2 Iniciación 

Es la segunda etapa del proceso de traducción y se da cuando el mRNA se une a la 

subunidad menor del ribosoma. La selección dei mensajero y su unión al ribosoma están 
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promovidas por los factores de iniciación (IF); en eucariontes 5e conocen nueve factores 

de iniciación (elF) (Lehninger et al., 1993). La unión entre el mensajero y la subunidad 

menor del riboooma se da por la 5ecuencia "cap" presente en el extremo 5' del mRNA 

reconocida por el factor elF-4E el cual forma parte del factor de iniciación multimérico 

elF-4F, en el que también se encuentra el elF-4A cuya función consiste en relajar la 

estructura secundaria del mensajero (Lewin, 1993). 

La tarea esencial llevada a cabo en el proceso de iniciación es la orientación del 

aminoacil-tRNA en forma tal que el código de tripletes del mRNA sea leído en el marco 

apropiado. El reconocimiento del codón de iniciación es dirigido por la información 

contenida en el mRNA y la subunidad 40S, actuando sincronizadamente con tres 

factores de iniciación e1F1, elF2 y elF3. El complejo de iniciación se forma gradualmente; 

primero la subunidad 40S forma con el factor elF3 un complejo binario, el cual se une a 

determinada región del mRNA ubicada hacia el extremo 5' en donde se encuentra el 

codón de inicio AUG (Metionina). Una vez establecido el complejo 40S-elF3-mRNA. se 

promueve la unión del metionil-tRNA la cual es dirigida por el factor elF2 y el GTP. El 

complejo elF2-GTP se une al complejo mRNA-40S ayudado por el factor elF1 y 

acompañado de la liberación de elF3. El ensamblaje de la subunidad 60S al complejo 

mRNA-40S-elF2-GTP completa la formación del complejo de iniciación 80S dándose 

simultáneamente la hidrólisis de GTP a GDP y Pi y la liberación de los factores elF2 y 

e1F1(Stryer, 1988; Lehninger etal., 1993; Lewin, 1993). 

L05 siti05 que oon reconocid05 por 105 tRNAs en el riboooma oon el sitio peptidilo (P) en 

el que el peptidil-tRNA transfiere el grupo carboxilo esterificado y el sitio aceptar (A) al 

cual se une el aminoacil-tRNA ent~ante. El aminoacil-tRNA correspondiente al codón de 

inicio AUG (Met-tRNA) se une al sitio P (peptidilo) de la subuniaad mayor por la 

hidrólisis de GTP y la subsecuente liberación del IF2 en forma de IF2-GDP. El tRNA es 

liberado y la unidad metionina activada se une al grupo amino del aminoacil-tRNA situado 

en el sitio A. Esta reacción es catalizada por la actividad peptidiltransferasa, localizada 

en la subunidad mayor del riboooma (Steiner y Pomerantz, 1981). Se encuentran dos 

tipos de tRNA específicos para metionina en todos 105 organismos; un tRNA es w:>ado 

exclusivamente cuando AUG repre5enta el codón de inicio para !a síntesis de proteínas 

(fMet-tRNA en bacterias y Met-tRNA; en eucariontes) y el otro es usado cuando la 

metionina es transferida hacia una posición interna de la cadena peptídica (Met-tRNA) 

(Lehninger et al., 1993). 
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3.3.3 Elongación 

La elongación es el crecimiento de la cadena polipeptídica y 5e da por la adición 

consecutiva y precisa de aminoácidos. La elongación necesita del complejo de iniciación, 

del siguiente aminoacil-tRNA, específico para el siguiente codón del mRNA y de ciertas 

proteínas citoplásmicas solubles (tres en eucariontes). llamadas factores de elongación 

(EF-la, EF-1b y EF-2) y de GTP (Lehninger et al., 1993). Las proteínas ácidas del 

ribosoma (PRAs) participan en esta fa se del proceso de síntesis de proteínas al 

interaccionar con los factores de elongación. 

Cada paso en el proceso de elongación requiere 1) la unión dirigida por codones de 

aminoacil-tRNA (anticodón) hacia un sitio de unión (sitio A) del ribosoma, el cual en el 

primer paso es adyacente a otro sitio ocupado por Met-tRNA1 (sitio P). y que en los 

pasos sucesivos es ocupado por peptidil -tRNA; 2) la fonnación de enlaces peptídicos 

entre metionil-tRNA o peptidil-tRNA y el aminoácido recientemente unido y 3) la 

translocación del mRNA y el peptidil-tRNA recientemente sintetizado al sitio ocupa4o 

por el tRNA liberado. En este paoo están implicados la liberación del tRNA desactivado y 

la orientación del ribosoma, de tal fonna que e.I 5iguiente codón del mRNA 5ea capaz de 

dirigir la unión del anticodón presente en el tRNA específico (Lehninger et al., 1993). 

La elongación e5 un proceso cíciico que 5e repite hasta encontrar el codón de término o 

sin sentido. 

3.3.4 T enninación 

E5te proceso M da por el reconocimiento de alguno de los codones de término (UAA, 

UGA o LJAG), para los cuales no 5e encuentra un anticodón correspondiente en la5 

molécula5 de tRNA, por lo que la aparición de tales codones en el mensaje interrumpe el 

alargamiento de la cadena y se promueve la liberación del peptidil--tRNA desde el 

extremo carooxilo de la cadena peptídica. El codón de ténnino proporciona al ribosoma 

una 5eilal para la unión de los factoree de liberación (RF). loe cualee tienen tres 

con5ecuencia5 inmediatae: 1) la separación de la cadena polipeptídica que está unida a ia 

molécula de tRNA en el lugar P; 2) la liberación de la molécula de tRNA del rib05oma y 

3) la dioociación del riboooma en eu5 doe 5ubunidade5 (St rickberger, 1988). Finalmente 
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se ha sintetizado una proteína y la maquinaria de síntesis queda disponil:ile para reiniciar 

este proceso. 

La eficiencia de la maquinaria de síntesis de proteínas, es un factor determinante en el 

desarrollo y la división celular, por lo que a este nivel, es posil:ile localizar diferencias que 

permitan explicar la mayor o menor eficiencia de este proceso en las células. 
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111 DiSEÑO EXPERIMENTAL 



Este trabajo está fundamentado en dos partes experimentales: 

1) Establecimiento in vitro de cultivos de células en suspensi6n usando calloo de 

embriones maduros e inmaduros de maíz (lea mays L.) de la raza l uxpeño"' como 

inóculo. 

2) Evaluación de algunas ca racterísticas de la maquinaria de síntesis de proteínas en loo 

cult ivos celulares obtenidos por callos de embriones maduros (SEM), por callos de 

embriones inmadura5 (SEi) y de los cultivoo SEM tratadoo con medio condicionado 

(SMC). 

El establecimiento de loo cultivos in vitro de células en .suspensión de maíz a partir de 

embriones maduroo e inmaduroo, es un proceso que requiere de la inducción y 

proliferación de callo sobre medioo de cultivo sólidos: loo calloo de embriones inmaduros 

fueron una doriación, por lo que no se incluye la descripción de esta metodología. 

Las pruebas realizadas oobre loo cultivoo en 5u5pensión están ba5adas principalmente 

en cambioo oobre la compooición del medio, el cual fue modificado mediante: 

a) la aplicación de diferentes r~uladores de crecimiento incluidos en el grupo de la 

citocininas como son, N6 furfuril-aminopurina (cinetina, KIN), la cuai 5e probó a doo 

diferentes concentraciones, una de 0.01 mg L-1 (KIN1! y la otra de 0 .1 mg L.1 (KIN2); la 

citocinina N6 benzil -adenina (BA) y N6 isopentiladenina (2ip) fueron probadas a una 

concentración de 0 .1 mg L-1• 

b) la adición del suplemento de vitaminas (Vitaminas VMs·). modificado de las vitaminas 

del medio MS en loo tratam ientoo KIN1 y KIN2. así como en los cultivoo trat ados con 

BA y 2ip: o bien por la adición dei suplemento de aminoácidos, (Coctel 20. T') oobre 
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cultivos tratados con B/\ y 2ip. Estos suplementos se describen en la Tabla 2 del 

Apéndice. 

La respuesta generada por las células a los medios de cultivo probados fueron evaluadas 

por los parámetros de crecimiento peso fresco (PF), peso seco (PS) y paquete celular 

(PC). 

De esta manera pudo seleccionarse el medio de cultivo más productivo y reproducir e! 

fenómeno en los SEM y SEi para lograr establecer el cultivo SMC. 

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

fue evaluado por los parámetros 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 proteínas riliosomales ácidas, rendimiento de 

ribosomas, cuantificación de proteínas de la fracción posribosomal y velocidad de 

síntesis de proteínas in vivo. Las fracciones ribosomal y posril:>osomal fueron ~parados 

por centrifugación, la velocidad de síntesis de proteínas in vivo fue calculada por la 

cantidad de 355-Metionina incorporada durante la fase de crecimiento exponencial del 

cultivo y la presencia de proteínas ril:>osomales ácidas (PRAs) fue detectada por 

isoelectroenfoque (IEF). 

A continuación se representa a manera de diagrama, la ruta seguida para establecer y 

evaluar los cultivos celulares de maíz en suspensión. (Diagrama 1). De la misma manera 

queda representada la secuencia de los tratamientos probados para !a elecc ión dei 

medio de cultivo que favorezca ias condiciones de crecimiento en los cultivos celulares 

generados a partir de callos de embriones maduros ae maíz (Diagrama 2) y finalr:iente 

las pruebas bioquímicas realizadas solire los cúltivos celulares con el fin áe evaluar ias 

características mencionadas sobre la maquinaria de síntesis de proteír.as {Diagrama 3 ). 
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DesinfestaciÓn de semillas de maíz 

1 
Olitención y siembra de embriones maduros de maíz 

1 
Inducción de callo a partir de embriones maduros 

(3 semanas) 

1 
Proliferación de callo de embriones maduros (CEM) 

(2 subcultivos de 2 a 3 semanas cada uno) 

1 
Establecimiento del cultivo madre en suspensión usando CEM 

(4-5 días) 

1 
Subcultivo de la f uspensión celular 

Evaluación de la suspensiÓn celular (PC, PF y PS) 

(4-5 días) 

1 
ElecciÓn del mejor tratamiento 

Estal>leclmiento de culti\/05 en suspensión SEM, SEi y SMC en las condiciones etegi<:las 

Subcultivo de las suspensiones celulares SEM. SEi y SMC 

1 
Evaluación de lo5 cultivo SEM. SE! y SMC por PC. PF y FS 

1 
1 

,!, 
EvaluaciÓn de las fraccione9 ril:>05mal y psribooomal de lo,; cuttiYos SEM. SEi y SMC, de la velocidad de 

síntesis de proteínas in lli1lo y de las PRAs por IEF 

Diagrama 1. Repre5entación e5quemática de la !Secuencia experimental 5eguida para el 

cumplimiento de nue5tro5 ol:>jetiv05. 
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Tratamiento de cinetina a dos conu:ntraciones 

< KiN1 - 0 .01 mg L 

KIN2 - 0.1 mg L.1 

Tratamiento5 proiiado,; para la,; citocinina,; BA y 2i~ 
u,;ada5 a la concentración de 1 mg L"' ~ 

BA-Vitamina,; MS' 

BA-Coctel 20 

2ip-Vi tamina,; MSº 

2ip-Coctel 20 

Diagrama 2. Tratamiento5 probados en cultivos en suspensión obtenidos a partir de 

callos generados por embriones maduros de maíz 

Célula,; detenida,; en la fa,;e exponencial 

~ ~ 
Fracción riiiooomal Fracción po,;ril>o5omal Velocidad de 

..,,..,._,1........ c~"""J",_,_ 
! 

,;íntesi,; de proteína,; 

Diagrama 3. Evaluaciones realizadas a las células obtenidas por SEM(1) , SE1C2l y SMd3l 

· SEM= Suspensión celular obtenida por callos de embriones maduros 
' SEi= Suspensión ce lular obtenida por callos de embriones inmaduros 
' SMC= Suspensión de SEM con medio condicionado 
'IEF= lsoeiectroer. foque 
' PRAs= Proteinas Ribosomales Ácidas 
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IV MATERIALES Y 
/ 

METO DOS 



1 Material Biológico 

Se utilizaron embriones maduros de maíz Zea mays L. de la raza "Tuxpeí'lo" y ejes 

embrionarioo de semillas maduras de maíz de la raza "Chalqueí'lo". Loo cultivoo de callo 

generadoo a partir de embriones inmaduros de la raza Tuxpeí'lo, fueron proporcionados 

por Octavio Guerrero Andrade del Depto. de Bioquímica y Farmacia de la División de 

Posgrado de la Facultad de Química en la UNAM. El material biológico empleado en este 

trabajo procede del INIFAP de Zacatepec Moreloo. 

1.1 Desinfestaci6n de semillas de maíz 

Lote5 de 300 5emillas de maíz Tuxpeí'lo 5e 50metieron a un proce50 de de5infe5taci6n, el 

cual coMistió en lavar a las mismas en 500 mi de una 50luci6n que contenía hipoclorito 

de 50dio comercial (cloralex) al 507. v/v, con 900 µI de microdin (como germicida) y 500 

µI de tween 20 por cada 500 mi, durante 20 minutoo en agitaci6n constante; 5e 

procedió a enjuagar las semillas con agua de5ionizada e5téril 4 veee5 durante 5. minuto5 

cada una; se dejaron 30 minuto5 en una 5alución e5téril de fungicida captan al 407. plv 

en agitación , para de5pués enjuagar 4 veces con agua de5ion izada e5téril durante 5 

minuto5 cada vez. Las semillas desinfestada5 se colocaron en cajaf> de petri e5térile5 

5abre una cama de papel adoorbente previamente humedecido con agua de5ionizada en 

la5 que permanecieron 48 hrs a 4° C en oocuridad, posteriormente se di5ectaron loo 

embriones y 5e sembraron en loo medio5 de cultivo como 5e indica po5teriormente. 

Todo el procedimiento de esterilización y de siembra se realizó en campana de flujo 

laminar y el material utilizado. t anto de cristalería como pinzas y navajas fueron 

previamente e5terilizadas a 116-120º e durante 30 min. 
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1.2 017tenci6n y siembra de embriones maduros de maíz 

L09 embrionoo de maíz fueron separadoo manualmente del endospermo, dejando ín~roo 

al eje embrionario y al escutelo. La siembra consistió en colocar 4 a 5 embrionoo sobre 

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

2 Composici6n de los Medios de Cultivo 

Loo medioo de cultivo utilizados son modificaciones hechas sobre el medio de cultivo R2 

propuooto por Sánchez de Jiménez y colaboradores (1981). el cual es a su vez una 

modificación del medio básico de Murashige y Skoog (MS) (Ver apéndice tabla 1) 

En la preparaciÓn de los medioo de cultivo probados en oote trabajo, se utilizó azúcar 

refinada comercial en medi09 de cultivo oolidoo y sacarosa e11 medios de cultivo líquidos. 

al 3% en ambos casoo (p/v): 200 mg L-1 de hidrolizado de caseína, 2.3 g L-1 de L-prolina 

en medios de cultivo para inducción de callo y 0 .76 g L-1 para medios de cultivo de 

proliferaciÓn de callo y de células en suspensión; como medio de soporte se utilizó el 

gelificante conocido como Phytagel (Sigma) al 0 .27% (plv); el pH se ajustó a 5.7 en 

medios sólidos y a 5.0 en medios líquidos. La auxina empleada fue el MCPP a una 

concentración de 6 mg L-1 
para inducción de callo y 4 mg L"1 para proliferación de callo y 

para cultivos en suspensión. La citocinina BA se aplicó a una concentración de 0.1 mg L-1 

únicamente en 109 medios de proliferación de callo. 

Para facilitar la preparación de medios de cultivo se prepararon soluciones madre 100 

vecoo concentradas de los diferentes componentes que constituyen a cada medio. Para 

la preparación del medio sólido, ootas solucionoo se combinaron (siguiendo la composición 

de cada medio) y se ajustó su pH aforando a la mitad del volumen final deseado, en la 
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otra mitad se disolvió el phytagel en el volumen de agua necesario para alcanzar el 

volumen final calculado. Se homogeneizaron ambas partes y se sirvió el medio (20 mi por 

frasco) en frascos t ipo gertier con tapa previamente esterilizadOfi. El medio líquido sólo 

requirió de la mezcla de los componentes del medio, ajustar el pH y aforar al volumen 

calculado. Siempre se utilizó agua desionizada. Ambos tipos de mediOfi de cultivos se 

esterilizaron en autoclave a 121°C durante 18 minutos. 

3 Cultivo in viao de embriones maduros de maíz 

3.1 Condiciones de siembra e incubación 

Todas las siembras y resiembras tanto de callOfi como de cultivos en suspensión se 

realizaron en condiciones de asepsia. Los cultivos fueron incubados a temperatura 

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

3.2 Inducción de calio 

La fase de inducción consistió en la obtención de callo a partir de embriones madurOfi, 

los cuales después de ser desinfestados y disectados como se indicó anteriormente, se 

sembraron en medio sólido para inducción de callo, en el cual se mantuvieron de dos a 

tres semanas. 
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3.3 Proliferación de callo 

En la etapa de proliferación, el callo generado fue separado del tejido madre para 

resembrarlo en el medio de proliferación , en el cual permaneció durante dos semanas 

más, después de las cuales ee hizo necesario otro subcultivo para renovar el medio y 

depurar el callo de raíces y otras estructuras diferenciadas. 

4 Establecimiento de cultivos en suspensión 

4.1 Condicione5 de 5iembra e incubación 

El establecimiento de cultivos en suspensión se logró inoculando 6 gramos de callo de 

embrión maduro (CEM) en 60 mi 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 mi usando tapones hechos con gasa y algodón para cubrirlos; se mantuvieron en 

agitación constante en un agitador orbital (Lab-Line) a 100 rpm durante 4 días (a 

excepción del primer tratamiento que fue incubado por 8 días). 

4.2 Subcultivo de la 5w,pen5iÓn celular 

Los subcultivos se hicieron después de 4 díae de la siembra, pasando la suspensión de 

todas las repeticiones a través de una tela de gaea para eliminar al tejido madre y 

homogeneizar los cultivos de un miemo tratamiento. La suspensión filtrada se dejó en 

reposo para precipitar a las céluias suspendidas y después de extraer la mitad del 

volumen final del medio de cultivo, este ee euetituyó de la si~uiente manera: 1) por un 

volumen equivalente de medio de cultivo nuevo, en cuya composición ee atJment6 la 
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concentración de micronut rientes y macronutriente5, así como de la fuente de carbono 

en un 50"/o: 2) por medio condicionado (Ver punto 4.5 ). Las suspensiont:B subcultivadas 

se dividieron en porciont:B de 60 mi para cada matraz y oo mantuvieron en agitación a 

100 rpm. 

4 .3 Tratamientos probados sobre la composición de los medios de cultivo 

Con el fin de encontrar las condiciont:B adecuada5 para el t:Btablecimiento de cultivoo 

celulart:B en 5uspensión usando calloo obtenidoo a partir de embriones maduros de maíz, 

5e hicieron diferente!=; pruebas sobre la composición del medio de cultivo basal R2 (ver 

apéndice, Tabla 1). Se probaron tre5 citocininas, una de ellas (cinetina). a doo diferentes 

concentraciont:B, las cuales se especifican en loo tratamientoo correepondientes. 

También fueron utilizados los complementoo denominados Vitaminas Ms• (VMS•) y 

Coctel 20 (C), (Ver apéndice Tabla 2) . En cada tratamiento oo incluyeron cinco 

repeticiones. 

Medio de cultivo KINl (R2) 

0 .01 mg L., de cinetina, VMSº (10 mi Lº1) y 0.01 mg L., de glicina. 

Medio de cult ivo KIN2 

O.lmg L·! de cinetina; VMs• (10 mi L.1 ) y 0.01 mg L.1 de glicina. 

Medio de cultivo BA-C 

0 .1 mg L" de BA; coctel 20 (10 mi L 11).y 0 .1 mg L.1 de adenina. 

Medio de cultivo BA-VMSº 

BI B LIOT ECA 
INSTITUTO o::: ECOLOGI& 

UNAM 
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0.1 me L-1 de BA; YMS" (10 mi L-1
) y 0.01 me L-1 de elicina . 

Medio de cultivo 2ip-C 

0.1 me L-1 de 2ip; coctel 20 (10 mi L-11).y 0.1 me L-1 de adenina. 

Medio de cultivo 2ip-YM5" 

0.1 mg L-1 de 2ip; YMS" (10 mi L-1
) y 0.01 mg L-1 de glicina . 

4.4 Establecimiento de cultivos celulares a partir de callos de embriones 

inmaduros 

De loo tratamientos probadoo se elieió al más productivo y se reprodujeron las mismas 

condicione5 para el cultivo madre y para el subcultivo ante5 mencionadas, con un tiempo 

de incubación de 4 días, de!ópués de loo cuales se realizó el subcultivo o la evaluación del 

cultivo, según sea el caso. Este tratamiento fue reproducido tanto para las célula!!> 

provenientes de calloo obtenidoo por embrione5 maduroo (SEM) inoculando 6 e de cailo 

en 60 mi de medio, como para las células obtenidas de loo callos procedente5 de. 

embrione5 inmaduroo (SEi) inoculando 4 e de callo en 60 mi de medio de cultivo. 

4.5 Efecto del medio condicionado sobre los cultiv~ en suspensión 

obtenidos por callos de embriones maduros 

Loo cultivoo SEM obtenidoo como se mencionó en el punto 3.7, fueron subcultivadoo con 

un medio de cultivo conformado en un 507. por el medio correspondiente al tratamiento 

elegido (incrementando. como anteriormente, la concentración de macro y 

micronutrientes, así como la de sacarosa en ur1 50~. sobre la concentración usada para 
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el establecimiento del cultivo madre). El otro 50% corresponde al medio condicionado, el 

cual fue separado de !as células en él suspendidas, por centrifugación a 2000 rpm 

durante 10 min. Ambas porciones se mezclaron en el momento del subcultivo 

conformando así el medio condicionado que reemplace al medio "viejo" extraído de los 

cultivos madre durante el subcultivo. 

5. Evaiuación de los cultivos celulares en suspensión 

La evaluación de las suspensiones celulares nos permitiÓ valorar la respue5ta de los 

cultivos a las condicione5 manipuladas. Estas respuestas fueron evaluadas por el 

crecimiento de los cultivos y por la eficiencia de la maquinaria de síntesis de proteínas. 

A continuación se describen los parámetros que fueron considerados en e5te trabajo 

para representar el comportamiento de los cultivos durante el tiempo y las condiciones 

de incubación. 

5.1 Evaluación por paquete celular, peoo fre5co y pe50 5eco 

Los cultivos en suspensión fueron evaluados después del primer subcultiYo. IT!idiendo PC, 

PF y PS como parámetro5 de crecimiento. los cuales se registraron a intervalos de 24 

hora5 durante 4 dÍa5 (a excepción de los cultivoo KIN1 y KIN2, los cuale5 fueron 

evaluad05 por 8 días en la primera prueba). tomando un registro inicial (To) en el 

momento del subcu lt ivo. La toma de muest ra5 se hizo en la campana de flujo laminar 

con todo el material de cristalería estéril. 

El PC se midió usando tubos de hematocrito graduados de 0 .5 mi, en 105 cuales fue 

vertido el cultivo usando pipetas Pa5teur largas. Los tuvos se cent~ron a 2000 
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rpm durante 10 minut05 para fonnar el paquete celular y poder reqistrar el volumen 

ocupado por las células (volumen celular). 

El PF se oUtuvo tomando alícuotas de 2 mi del cultivo para cada repetición, se filtró la 

suspensión al vacío hasta eliminar completamente el líquido. Se usó un matraz kitasato 

con un eml1udo 11üchner en el cual se colocó un círculo de papel ñltro seco de peoo 

conociao el cual se resta al peoo ol:7tenido en una balanza analítica, inmediatamente 

después de filtrar la muestra para reqistrar el PF neto. 

El PS se ol1tuvo a partir de la misma muestra tomada para el PF. la diferencia es que 

se dejaron secar dos días a temperatura aml1iente en cajas de petri para aislarlas del 

polvo. 

Estos parámetros de crecimiento ee tomaron por triplicado en tres de la5 cinco 

repeticiones disponil1les para cada tratamiento, dejando a la5 otras dos como respaldo, 

en caoo de pérdida por contaminaci6n. Las curvas de crecimiento se ol1tuvieron por el 

promedio de estas repeticiones ~raficando es~ datos a través del tiempo; en la5 

(Jráficas de crecimiento repreeentadas en forma de 11arra5, oolo 5e muestran los 

promedios mínimos y los máxim05 alcanzad05 en un tiempo por cada cultivo celular, 

expre!;ando sus respectivas desviaciones estándar .. 

Una vez reqistradas las diferentes etapa!> de crecimiento del cultivo, se ubicó a la fase 

exponencial, caracterizada por una activa divisiÓn celular. En el caeo de la prueba de 

medio condicionado las células de lre cultivre SEM, SEi y SMC fueron C05echadas en 

esta faee de crecimiento para realizar las evaluaciones correspondientes. 
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5.2 Evaluación de algunas características del aparato traductor 

Las sit,juiente5 pruel:ia5 se realizaron exclu5ivamente en loo cultivoo SEM, SEi y SMC y 

para el caoo del i5oelectroenfoque también se corrieron la5 muestra5 ril:iooomale5 

procedente5 de call05 de eml:iriones maduroo. 

Para realizar e5ta5 pruel:ia5 5e requirió: 1) la 5eparación de loo componente5 celulare5 en 

do5 fracciones: fracción ribooomal y fracción po5ribooomal; 2) calcular el rendimiento 

ribooomal, 3) cuantificar las proteínas contenidae; en la fracción p05ril:iooomal; 4) la 

preparación de t,jele5 de acrilamida para iooelectroenfoque (IEF); e) la tinción con plata 

de 105 gele5 de acrilamida y 5) la valoración de síntee;ie; de proteína5 in vil/O de 105 

cultivoo durante la fae;e de crecimiento exponencial. 

5.2.1 Obtención de las fracciones ribooomal y posribooomal 

Se e;epararon las célula5 de maíz ael medio de cultivo centrifut,!ando a 2 000 rpm 

durante 10 min; la pae;tilla 5e macero con nitrót,jeno líquido ha5ta que quedó un polvo 

fino; sin dejar a,ue 5e de5congelara se homogeneizó con 5 mi de amort~uador de 

extracción (Tri5 HCi 20 mM pH 7.8, MgCI 5mM, KCI 20 mM, NaF 5mM, 2-mercaptoetanoi 

0.5%, Tritón )(100 1%, 5acaro5a 0.25 M, ~- glicerof05fato 80 mM y PMSF 1mM), 5e 

centrifut,!Ó a 13 500 rpm durante 35 minuto5 el'1 una centrífuga Beclcman J2-21 rotor 

JA-20. El 90l:irenadante 5e paoo a tuboo de policarl:ionato, loo cual~ contenían 1 mi de 

colchón de 5acaro5a ( 5acarooa 0.5 M y KCI 0.5 M di5uelto5 en el mi~o amortit,juador 

de extracción). Se centrifugó a 50 000 rpm a 4º C durante 3 112 hora5 en una 

ultracentrífuga Beckman rotor 75 Ti para 5edimentar lo5 rib05cma5. Lo5 ril:ioooma5 y el 

ool:irenadante p05ribooomal 5e con5ervaron por 5eparado a -70º C ha5ta que 5e realizó la 
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electrofore5i5 en el ca50 de I05 ri1'05oma5 o la cuantificación de proteína5 para el ca50 

de la fracción poorib050mal. 

5.2.2 Rendimiento de riboooma6 

Se re5u5pendieron 105 rib050ma5 en el mínimo volumen de amortiguador de mue5tra 

preparado con anfolina5 con un pH entre 2.5 y 5 al 5.67 •. di5uelto en urea 9.5 M vlv; de 

la 501ución resultante 5e tomaron 5 µl. y 5e 5u5pendieron en 300 µI de agua 

desionizada en una celda de cuarzo de 500 µI y 5e leyó contra la mue5tra blanco o de 

referencia (agua de5ionizada), a una longitud de onda de 260 nm; la ab50rl:lancia 

regi5trada en unidade5 de den5idad óptica (DO). 5e multiplicó por el factor de dilución 

(60x) para obtener el rendimiento total. 

5.2.3 Cuantificación de proteína6 en la fracción p05ribooomal 

La5 proteína5 contenida5 en el 50brenadante poori1'05omal (obtenido como 5e indicó 

anteriormente), fueron precipitada5 con TCA (ácido tricloroacético) al 15 7. final durante 

cl05 hora5 a 4°C, 5e centrifugó a 15 000 rpm durante 30 minuto5, la pa5tilla obtenida 

5e lavó con acetato de amonio 0.1 M en metano! y 5e centrifugó a 5000 rpm por 15 

minut05, se tiró el 50brenadante y 5e dejaron evaporar 105 residuo5 de metanol a 

temperatura ambiente: 5e añadió agua de5ionizada para re5u5pender la pa5tilla u5ando 

hidróxido de pota5io 5 M para reducir la acidez. 

Para cuantificar la5 proteína5 totales encontrada5 en ei 50brenadante obtenido de5pub.; 

de la extracción de ribo5om35 5e uoo la técnica establecida por Bradford utiiizando 

albúmina 5érica bovina como proteína de referencia. 
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5.2.4 Evaluación de la velocidad de síntesis de proteínas in vivo 

Ef>te experimento f>e realizó en cultivof> SEM, SEi y SMC, def>pub.:i de 3 díaf> de f>er 

subcultivadof> (tiempo corref>pondiente a la faf>e exponencial temprana dentro de la curva 

de crecimiento previamente caracterizada ). e5tof> cultivof> f>e concentraron diez vece5 

centrifugando 5 minutof> a 2 000 rpm para eliminar el medio de cultivo y f>Ólo agregar el 

necef>ario para obtener un volumen final de 6 mi, los cuale5 fueron divididos en tref> 
, , . . : 

porciones de 2 mi cada una; e5tas porcionef> fueron pon-1;enrtjas en viale5 pequeños 

e5térile5 y despub.:i marcad6f> con 10 µCí de :355-Metionina (New Eni;:¡land Nuclear, 

actividad e5pecífica 1175 Cí/mmol) durante 24 horas en agitación constante, de5pub.:i de 

iaf> cuaief> se cof>echaron laf> céiulas de cada cultivo y f>e procedió a la extracción de 

proteínas f>iguiendo el mif>mo procedimiento que para la obtención de proteínas 

posribosomale5 haf>ta el punto en el que se resuspendió la paf>tiila de proteínas. En ef>ta 

parte. se centrifugó nuevamente a 15 000 rpm 15 minutos se def>eChÓ el sobrenadante 

eliminando la marca re5idual que no fue incorporada por las células y se re5uspendió en 

100 µI de ai;:¡ua. más 20 µI de KOH 5 M; se tomaron 20 µI de e5ta f>uspensión y se 

pasaron a viaie5 con 5 mi de líquido de centelleo para contar por dos minutof> la 

radiactividad incorporada en las proteínas sintetizadas en un contador de centelleo 

líquido Minaxi P de Packard. 

5.2.5 looelectroenfo(\ue para la9 PRAs 

Se prepararon 50Jucione5 madre por separado de acrilamida al 30% y bif>.llcrilamida al 1'1 •• 

dioolviéndolaf> en agua desionizada. Para un voiwmen final de 15 mi se añadieron 2.5 mi 

de acrilamida (quedó al 5.5/~) y 3 mi de bisacrilamida (dejándola al 0.36 %), 7.2 g de 

urea y se dioolvió en baño maría a ·st C. f>e agregaron 960 µI de anfolinas de S!GM.A pH 

2.5-5, y se aforó con agua de5ionizada haf>ta 14.9 mi. finalmente f>e añadieron 45 µ i de 
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TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamino) y 75 µI de peraulfato de amonio (APS) al 10%; 

e5ta solución polimeriza en 2 M minuto5, por lo que fue necesario verterla en el aparato 

rápidamente; usando una pipeta pasteur y cuidando que no se formen burbujas. Todas 

las electroforesis se realizaron en cámaras verticale5 Hoefer Scientific SE 500. 

Los ribosomas obtenidos en los cultivos callos de embriones maduros, SEM, SE! y del 

cultivo tratado con medio condicionado SMC. se colocaron en carriles diferente5 de la 

placa del 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 mue5tra se añadieron 10 µJ de urea 2 M y se 

cubrió el pozo con NaOH 0.03 M, misma solución que cubre la parte superior del aparato 

(cátodo). dejando al H2S04 0.1 M en la bae;e del mie;mo (ánodo). para establecer el 

gradiente de pH. El gel se e;ometió a diferentes voltajes, iniciando la corrida con 50 V 

durante 15 minutoe;, e;e continuó a 100 V por 25 minutos e;eguidos de otros cambios de 

voltaje a 200. 300, 400, 500 y 600 V dejando 25 minuto5 entre un cambio y otro, 

de5pué5 se bajó la intene;idad hasta 250 V en la que se mantuvo durante 18 hre, 

finalmente a 600 V durante 30 minuto5. Considerando el voltaje al que e;e sometió el 

gel, éste debe e;er lo más delgado poe;ible (0.5 mm) para reducir la ret;ie;tencia y así 

evitar el oobrecalentamiento. 

5.2.5.1 Tinci6n con plata de 105 qele5 de IEF 

Una vez terminada la corrida. e! gel: 

1. Se fijó con TCA al 107. una hora. 

2. Se enjuagó con agua de5ionizada 5 minuto5 

3. Se e;umergió en 100 mi de ~ua dtl9ionizada. 
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4. Se calentó por 0.5 minuto5 en horno microonda5 en "h~h" y 5e dejó en agitación 

5uave durante 5 min, y 5e calentó do5 vece5, medio minuto cada ve:z, agitando 5 

minuto5 entre una vez y otra. 

5. Se retiró el agua y 5e añadió DTT (Ditiotreitol) 0.2 mM repitiendo el punw 4. 

6. Se eliminó la 5olución anterior y 5e enjuagó con agua de5ionizada. 

7. Se 5umergió el gel en una 501ución de nitrato de plata (AgN03 ) al 0 .1'%. y 5e repitieron 

105 punto5 4 y 6 . 

8. Se pu50 en una 50lución de Na~03 al 3 '7º y formaldehído al 0.185 1. vertiéndola 

poco a poco ha5ta lograr la tinción de5eada de la5 l:>anda5. 

9. La reacción de tinción, 5e detuvo agregando ácido cítrico al 20 1.. 
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V RESULTADOS Y 
/ 

D~SCUSiON 



1. Consideraciones 

La suspensión celular después de un subcultivo tiene una consistencia mucho más 

homogénea que el cultivo del cual proviene, ';/ª que se separa del tejido madre, que 

corresponde al callo usado como inóculo, el cual G\Ueda como remanente, formando 

¿¡gregados celulares o llega a diferenciarse en raíces que pueden alterar los registros 

tomad05 de la suspensión celular. Dada la sensibilidad de 105 parámetros de crecimiento 

se hace necesario obtener una comp05ición homogénea en 105 cultiv05, es por ello G\ue las 

evaluaciones correspondientes a los parámetros de crecimiento se tomaron después del 

primer subcultivo: por lo cual no se evaluó el comportamiento del cultivo durante el primer 

período de incubación (cultivo madre). 

Entre 105 parámetros de crecimiento usados convencionalmente en cultivos de células en 

suspensión se encuentran ei paG\uete celular (PC), el pei:;o fresco (PF) y el peso seco 

(PS), 105 cuales son empleados en este trabajo para evaluar la respuesta a los 

diferentes tratamient05 aplicados sobre los cultivos obtenidos por callos provenientes de 

embriones maduros de maíz. 

El PC registra el volumen ocupado por las células en euspensión dentro de un volumen 

determinado de medio de cultivo y de esta t>1anera permite distinguir los cambios 

ocurridos a este nivel durante el tiempo de incubación. Debe coneiderarse G\Ue un 

incremento en el volumen del PªG\uete celular no significa necesariame11te un incremento 

en la cantidad de células, pues el primero puede aumentar cuando las células 

incrementan su contenido de agua y por lo tanto su tamai'lo. 

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

esta vez en unidades de pei:;o: de la misma manera el 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 población 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 pequeñas (del orden de mg), que aumenta la 

posibilidad de medir artefactos. 

Las consideraciones hechas sobre los parámetros antes señalados apuntan la necesidad 

de basar en más de uno las observaciones y conclusiones que puedan obtenerse de cada 

tratamiento. De esta manera se refleja la respuesta de los cultivos celulares en 

suspensión, a las condiciones probadas durante el tiempo de incubación en curvas de 

crecimiento y/o en gráficas de incremento obtenidas por paquete celular, peoo fresco y 

peso seco. 

Cualquiera de estos parámetros puede ser usado como un parámetro confiable, si al 

cotejarlo con los resultados obtenidos por otros parámetros de crecimiento, 

regularmente se encuentra correspondencia en el comportamiento de la curva a través 

del tiempo. 

Las curvas de crecimiento obtenidai:; para PC, PF y PS representan el promedio de tres 

repeticiones para cada punto de la curva. Cada muestra es tomada diariamente despuée 

del primer subcultivo para cada tratamiento. Para medir el paquete celular se tomaron 

muestras de 1 mi cada una; los parámetros PF y PS de dichas curvas se evaluaro!1 con 

muestras de 2 mi cada una para cada tratamiento. 

Las gráficas de crecimiento pre9Cntadas en forma de barras, comparan en todos los 

ca506, el mínimo registro con los valores máximos aicanzados en PC, PF y/o PS en cada 
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tratamiento. señalando los tiempos en que esto5 evento5 ocurren dentro de su 

respectiva curva de crecimiento. En estas gráficas se representan las desviaciones 

estándar obtenidas en tres repeticiones independientes. 

2. Efecto de dos concentraciones de cinetina sobre el 

crecimiento celular 

Se establecieron cultivos en suspensión inoculando el callo procedente de embriones 

maduros en medios de cultivo líquidos, con la finalidad de probar el efecto de la citocinina 

cinetina (KIN) a dos concentraciones (0.01 mg L'1 en KIN1 y 0.1 mg L·1 en KIN2), el resto 

de la composición de esto5 medios fue la misma. El tiempo de incubación de estos 

cultivos (cultivo madre y primer subcultivo) tuvo una duración de 8 días, después de los 

cuales se realizó el subcultivo en . el primer caso y en el segundo se hicieron las 

evaluaciones de crecimiento por PC, PF y PS. 

50 



En la figura la, la curva de crecimiento obtenida por PC, muestra que la respuesta de loo 

cultivos KIN2 supera notablemente a la reflejada por los cultivos de KIN1; ambos cultivos 

coinciden en el tiempo que tardan en alcanzar su máximo rendimiento, que es en el cuarto 

día después del primer subcultivo, seguido por un decaimiento en loo valores de PC. 
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Figura 1a. Curva de crecimiento obtenida por paquete celular, después del 

primer subcultivo en cultivoo de células en sw~pensi6n de maíz provenientes 

de callos de embriones maduroo tratados con doo concentraciones de 

cinetina ueando 0 .01 m.,¡ L-1 (Kin1) y 0 .1 m.,¡ L-1 (Kin2). 
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En la figura lb se representan los valores de PC iniciales y se comparan con el 

máximo registro de crecimiento en cada tratamiento. Las líneas verticales 

representan la desviación estándar 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 1227 •• con respecto al 

volumen celular inicial, el cual evidentemente supera al incremento ocurrido en los 

cultivos KINl, que corresponde a un 417. sobre los registros iniciales. 
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To- Oía cero después del subcultivo, mlnimo registro en PC. 

T4- Oía cuatro dapués del subcultivo. mblmo "'gistro en PC. 

KIN2-T4 

Figura lb. Gráfica de paquete celular, que compara los puntos mínimos y 

los máximos presentados en cada tratamiento dentro su respectiva curva 

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

sei'lala al cultivo KiN2 como el de mayor crecimiento en relación con el KIN1, sin embargo, 

en esta ocasión los máximos rendimientos de los cultivos celulares se registran entre ei 

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

para el cultivo KIN2, esto sugiere una velocidad de crecimiento mayor en KIN2. 
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Figura 2a. Curva de crecimiento obtenida por peso fresco en los cultivos de 

células de maíz en suspensión uatados con cinetina a las concentraciones 

correspondiente5 a KIN1 (0.01 mg r1
) y KIN2 (0.1 mg L"1

). 
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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 lleqar al máximo, en el tratamiento KIN1 

se alcanza el máximo rendimiento un día después que KIN2 y tiene un incremento del 1111º 

sobre los reqistros iniciales, mientras que la respuesta de los cultivos tratados con una 

concentración de cinetina diez veces mayor (KIN2) reqistran un incremento del 20010, el 

cual es alcanzado al tercer día. 
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N 0.05 -.9 
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KIN1-T1 KJN1-T4 KIN2-T3 

T1- Dla uno despues del subcuJtivo 

T3 y T 4- Ola en que alcanzan el máximo registro en PF 

Fiqura 2b. Gráfica de peso fresco que representa el crecimiento de 105 cultiv05 

desde los tiempos iniciales hasta 105 tiempos en G\Ue se alcanzan 105 máximos 

rendimientos en los tratamient.05 KIN1 y KIN2. Las líneas verticales corresponden 

a la desviación estándar de tres repeticionee; independientes. 
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Las gráficas de PS {Figuras 3a y 3b), coinciden con las obtenidas por PC y PF en 

pre5entar al cultivo KIN2 con mayore5 registros que KIN1 . El incremento en peoo seco e.s 

bastante notable en e5to5 cultiv05, alcanzando 105 máxim05 valore5 en el cuarto día 

después del subcultivo en el caso de l\IN2 y en el quinto día en el de KIN1. El incremento 

producido, con respecto al registro correspondiente a la densidad inicial de 105 cultivos 

KIN1 fue del 158, •. el cual e5 nuevamente menor que el obtenido en los cultivos KIN2 los 

cuales produjeron un incremento del 2007 •. 
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F~ura 3a. Curva de crecimiento obtenida por peoo seco en los cultiv05 celulare5 

de maíz generados a partir de callos precede:ites de embrione5 maduros trataaos 

con cinetina a dos concentraciones 0.01 mg L_, (KIN1) y 0.1 mg L-1 (KIN2). 
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Figura 3b. Gráfica de peso seco registrado en los cultivos en suspensión 

tratados con cinetina a las concentraciones KIN1 y KIN2. 

Al comparar el comportamiento de cada curva de crecimiento, se encuentra que el tiempo 

que corresponde al rendimiento máximo para las curvas obtenidas es el mismo en PC y 

PS en el tratamiento KIN2 y corresponde al cuarto día después del subcultivo (T4), en el 

tratamiento KIN1 el parámetro de peso seco está desfasado por un día con respecto al 

PC, llegando al máximo rendimiento en el T5 y no en T 4 como ocurre en PC. El hecho de 

que los cultivos en suspensión KIN2 alcancen su máximo rendimiento en PC y PS 

simultáneamente, señala que el incremento registrado por PC corresponde a un mayor 

número de células y no a células más grandes como puede ser el caso. En la curva 

obtenida por PF los mayores registros se encuentran entre los tiempos 2 y 4, resaltando 

así, el desfasamiento entre la gráfica obtenida por peso fresco con respecto a las 

obtenidas por PC y PS. El comportamiento del cultivo celular, evaluado por PC, PF y PS, 

muestra su máximo rendimiento entre el segundo y cuarto día. después de este tiempo 

se hace evidente el decaimiento en el crecimiento celular, sin pasar aparerii::emente, por 

una fase equivalente a la fase estacionaria; el repentino decaimiento de las curvas de 

crecimiento, puede interpretarse como la respuesta de !os 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 días sin renovar el medio de cultivo; en lo 

sucesivo el tiempo de incubación se redujo a 4 días. 

A continuación se comparan las diferencias obtenidas por PS en el comportamiento delos 

cultivos KIN2 incubados por 8 días. con los cultivos incubados con el mismo tratamiento 

durante 4 días (KIN2.2). 

6 

200 

c:J KIN2 

§ KIN2.2 

To· Tiempo correspondiente 11 rendimiento mínimo en PS 

T4 · Tiempo en el que se alcanza el rendimiento miximo en PS 

Figura 3c. Gráfica de crecimiento que compara las diferencias en rendimiento de 

PS entre los cultivos tratados con 0.1 mg L-1 de KIN incubados por 8 días (KIN2) 

y por 4 días (KIN2.2) 

En principio, las diferencias entre la respuesta de los cultivos KIN1 y KIN2, recaen en el 

tamaño del in6culo inicial con el que cada uno de estos cultivos fue subcultivado, siendo 

menor en el cultivo KIN2 que en el KIN2.2. Esto puede ser una consecuencia del tiempo 

de incubación, ya que los cultivos KIN2 fueron subcultivados en una fase de decaimiento, 

cuando la división 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 división celular. En esta gráfica es evidente la diferencia entre el rendimiento 

57 



división celular. Se na reportado que al aumentar !a frecuencia de los subcultivos se 

estimula la síntesis de proteínas (Bevan y Northcote, 1981: Wang et al., 1986); sin 

embargo. en diferentes trabajos. los sistemas en suspensión de maíz se mantienen sin 

subcultivar de una a dos semanas, inoculando callos embriogénicos de maíz (Green y 

Armstrong, 1983; Sellmer eta/., 1993). En todos los casos, las condiciones de incubación 

dependen de los objetivos que se persigan. 

Los resultados obtenidos y representados en estas gráficas señalan al tratamiento 

KIN2 como el más productivo, lo que indica una respuesta favorable hacia el incremento 

en la concentración 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 concentración de cinetina usada en los 

medios de cultivo MS es la concentración mínima para producir una respuesta en el 

tejido blanco, y aún cuando la concentración de cinetina en el tratamiento KIN2, es diez 

veces mayor que la usada en el medio MS y en este caso KIN1, sigue siendo menor que la 

sugerida como la óptima para inducir la división celular (0.5 mg L-1), de diferentes tejidos 

vegetales bajo condiciones de cultivo in vitro (Matsubara, 1990). Para determinar la 

composición de un medio que induzca la respuesta buscada de la mejor manera, las 

pruebas deben realizarse sobre las condiciones de cultivo de manera específica, ya que la 

respuesta del tejido puede ·o1ariar considerablemente de una especie a otra (Pollard y 

Walker, 1990). 
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3. Efecto de las citocininas BA y 2ip sobre el crecimiento celular. 

En esta parte se probó el efecto de dos tipos diferentes de citocininas, BA y 2ip. sobre 

el crecimiento de los cultivos celulares obtenidos por embriones maduros de maíz. Las 

citocininas BA y 2ip fueron aplicadas a una concentración de 0.1 mg L-1• Buscando una 

mejor respuesta en el rendimiento de dichos cultivos también se probó el efecto de una 

fuente extra de nitrógeno, suplementando los medios de cultivo tratados con BA y con 

2ip. con los aminoácidos del coctel 20, este coctel, sustituye a las vitaminas 

modificadas del medio MS (VMS•) y se compara la respuesta de los cultivos en presencia 

de VMs· 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 VMS• (BA-VMS•). otro con 2ip y Coctel 20 (2ip-C) y por último 

2ip con VMSª (2ip-VMS•). En estas pruebas se mantuvo la densidad inicial del cultivo 

madre inoculando 6 g de callo en 60 mi de medio de cultivo; el tiempo de incubación para 

el tejido madre tuvo una duración de cuatro días y el subcultivo fue evaluado también por 

cuatro días. 

Con el fin de simplificar la información, en estos resultados se omiten las curvas de 

crecimiento y sólo se representan sus respectivas gráficas de crecimiento, en donde es 

posible comparar el incremento ocurrido en cada tratamiento desde sus regietroe 

iniciales, hasta los máximos rendimientos detectados por loe parámetro PC, PF y PS. En 

cada caso se representan las desviaciones estándar de los resultados obtenidos en tres 

repeticiones independientes. 
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En la figura 4 queda representada la respuesta de los cultivos a cada tratamiento, y 

puede verse que en base al parámetro de crecimiento PC, la citocinina 2ip presenta una 

tendencia a inducir un incremento mayor en el volumen celular en relación con BA, ya sea 

en presencia de vitaminas o de aminoácidos. También pueden distinguirse diferencias en 

la respuesta inducida por la misma citocinina, cuando se encuentra acompañada de 

VMs• o de Coctel 20. Las pruebas realizadas con 2ip señalan que el incremento en 

paquete celular es relativamente mayor cuando está en un medio suplementado con 

vitam inas (VMS. ), obteniendo un incremento de! 75"1 •. respecto a los reg istros obtenidos 

por PC en el tiempo cero, y sólo del 43"1. cuando actúa con el suplemento de aminoácidos 

(Coct el 20). 
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Figura 4 . G ráfica 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 (VMS•) comparando los registros iniciales (To) con máximos registros 

en paquete ce1ular (T4). 
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En la figura 5 los mínimos registros se dieron dos días después del subcultivo. lo que 

indica un decremento en dichos valores desde el tiempo inicial (To) al T2, (tiempo 

correspondiente a los registros mínimos en peso fresco). El rendimiento máximo en PF 

obtenido en los tratamientos de 2ip señala nuevamente al cultivo 2ip-VMS' como el que 

induce un mayor incremento en el PF celular, el cual alcanza un 57%, sin embargo, los 

cu ltivos tratados con 2ip en presencia de aminoácidos (2ip-C) . tienen un incremento 

ligeramente menor (20/o), que el reflejado por los cultivos tratados con BA-C (31%), 

aunque el rendimiento neto entre estos cultivos es aproximado. 
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Figura 5. Gráfica de crecimiento en peso fresco de cultivos de células de maíz en 

suspensión tratados con BA y Zip en medios de cultivo suplementados con 

aminoácidos (C) o vitaminas (VMS•) en los tratamientos BA-C, BA-VMs•, 2ip-C y 

2ip-VMS' comparando los mínimos y máximos registros. 
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En la figura 6 el rendim iento máximo en PS se registra en el cuarto día y nuevamente, el 

incremento inducido por el tratamiento 2ip-VMS• (2127. ), muestra una tendencia a 

superar a los tratamientos BA-C (1847.), 2ip-C (1587.) y BA-VMS• (1307.). Ésta y ia 

gráfica anterior, permiten reiterar la tendencia que presentan los cultivos tratados con 

BA a tener mayores incrementos en presencia de aminoácidos (C), que con vitaminas. 
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T4 

Figura 6. Gráfica de crecimiento en peso seco de los cultivos en las 

suspensiones celulares establecidas bajo las condiciones correspondientes a los 

tratamientos BA-C, BA-vMs· . 2ip-C y 2ip-vMs•. 

En las gráficas presentadas para describir el comportamiento de los cultivos en 

respuesta a los tratamientos probados, el registro máximo en todos los parámetros se 

da en el cuarto día después del subcultivo, ubicar.do en dicho tiempo a la fase 

exponencial. Al comparar los mejores tratamientos para cada citocinina, puede verse que 

2ip-VMS•, 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 2ip se encuentra acompañado del Coctel 20: de 

manera inversa, el tratamiento con BA y Coctel 20 (BA-C) resulta ligeramente mejor que 

con vMs•. 

La diferente respuesta inducida por cada citocinina en presencia de los dos suplementos, 

Coctel 20 y VMs · . nos impide decidir de manera aislada, cual de éstos induce un 

incremento mayor, por lo que se elige de manera integral al tratamiento 2ip-VMs• como 

el más productivo. 

En las observaciones obten idas de las pruebas realizadas a los cultivos de células en 

suspensión procedentes de callos de embriones maduros, puede verse cierta congruencia 

entre los incrementos producidos en PC y los producidos a nivel de PS. lo cual nos habla 

de células de un tamaño más o menos regular entre las poblaciones celulares de cada 

cultivo, pues en todos los casos, un incremento en el volumen celular se traduce en un 

incremento en la masa seca de las células. Los resultados obtenidos por PF, aún cuando 

muestran la misma tendencia que la observada por PC y PS en cada tratamiento, difiere 

de estos parámetros en presentar valores de incremento relativamente bajos con 

respecto a los obtenidos por PC. Se esperaría 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 entr.e estos 

parámetros son las unidades de medición. Por otra parte, en PF se registra un 

decremento en le rendimiento celular, desde los valores iniciales (To) hasta el segundo día 

(T2), después del subcultivo; esta situación no se ve reproducida por PC o por PS. Las 

irregularidades encontradas en los registros de peso fresco pueden ser justificadas al 

considerar qui; son datos tomados después de filtrar la muestra de la suspensión celular 

y que el peso del papel filtro varía por la hidratación producida por el medio de cultivo, y 

después, por la rápida deshidratación del mismo papel, al ser expuesto a la intemperie a 

intervalos irregulares de tiempo; estas deficiencias nos impiden considerar estos datos 

63 



como resultados confiables, por lo que en esta discusión, tendrán más peso los 

obtenidos por PC y PS. 

Los resultados observados por los tratamientos probados sobre las suspensiones 

celulares de maíz, fueron descritos en base su rendimiento y al incremento porcentual 

respecto a los registros iniciales obtenidos por PC, PF y PS. En la Tabla A pueden 

compararse las respuestas, en inc.remento, de los cultivos a cada trat amiento. Se 

comparan exclusivamente los mejores tratamientos obtenidos por cada citocinina. 

KIN2.2 BA-C BaVMS' 2ip-C 2ip-VMS' 

PC 90'1. 3 07. 40% 43% 757. 

PF 180 317. 8% 207. 57% 

PS 2007. 184% 1307. 158io 2127. 

Tabla A Comparación integral de los incrementos porcentuales registrados 

por PC, PF y PS en los diferentes t ratamientos de citocininas probados sobre 

las suspensiones celulares de maíz. 

En esta tabla se ve más claramente el efecto que produjo cada tratamiento sobre el 

incremento celular, medido por los parámetros de PC, PF y PS. Aquí puede notarse que 

los mayores incrementos se presentaron en los cultivos tratados con el tratamiento 

KIN2.2 (KIN 0.1 m13 L-1 subcultivados en la fase exponencial, T4) y en el tratamiento 2ip­

VMS•, sin embargo, al contrastar estos resultados con el rendimiento (fi13ura 6a), puede 

verse que la respuesta inducida por la cinetina es considerablemente menor que 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 maíz. 
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Figura 6a. Gráfica de peso seco de los cultivos tratados con cinetina a 0.1 mg 

L·1 incubados por 4 días (KIN2.2) comparados con el incremento producido por los 

tratamientos BA-C y 2ip-VMs•. 

En esta gráfica se condensa Ja información obtenida por cada tratamiento probado en la 

búsqueda de optimizar la composición del medio de cultivo.en el sentido de incrementar el 

rendimiento celular de los cultivos en suspensión obtenidos por embriones de maíz 

maduros. Aquí se hace evidente que el tratamiento que tiende a inducir un mayor 

crecimiento celular es el 2ip-VMS•. 

Estas pruebas nos permitieron evaluar el efecto de otras dos citocininas como Ba y 2ip 

(a una concentración de 0.1 mg L-1). en presencia de los suplementos de vitaminas 

(VMS•) o aminoácidos (Coctei 20), y encontrar que la respuesta de los cultivos (en 

crecimiento), a estos fitorreguladores no es independiente de la composición del medio de 

cultivo. 
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Al comparar los tratamientos probados 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 esto5 reguladores, aun 

siendo de la misma categoría (citocininas, en este caso) , pueden inducir diferentes 

repuestas en el cultivo celular. Estos resultados son congruentes a lo reportado por 

Matsubara (1990), donde se señala a las citocininas BA y 2ip con una actividad mayor 

eobre la división celular, en relación con ia presente en la cinetina. Por otra parte es 

importante destacar que la actividad de estos fitorreguladores se ve afectada por la 

presencia de las diferentes entidades químicas contenidas en los suplementos de 

vitaminas (VMS•) y/o aminoácidos (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 interacción 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 suepensión establecidas bajo 

condiciones in vitro. También pudo comprobarse que la fase de crecimiento en la que se 

encuentran las células al ser subcultivadai; es un factor importante para obtener 

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

cultivos de maíz en suspensión 

En este apartado, se evaluó el efecto del medio condicionado (MC). extraído del cultivo 

obtenido al inocular los callos de embriones inmaduros (CEI) en suspensión (SEi) , sobre 

los cultivos obtenidos por callos de embriones maduros (CEM) en suspensión (SEM). 

Ambos cultivos fueron establecidos y subcultivados en el medio de cultivo 2ip-VMs•. El 

cultivo SEM tratado con el medio condicionado (SMC). fue establecido en el medio 2ip­

VMs• y subcultivado con el MC y el medio de cultivo 2ip-VMS·. en una proporción de uno 

a uno. La densidad inicial de los cultivos madre se mantiene para los cultivos SEM (6g 

160 mi), 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 más 

alta y de otra manera no nos permitiría el seguimiento de estos tratamientos de manera 

simultánea. Los datos, como anteriormente, corresponden a la suspensión celular 

después de ser subcultivada por primera vez y son tomados diariamente. El tiempo de 

incubación del cultivo madre también es de 4 días. 

La respuesta de los cultivos SEM al tv1C fue evaluada en crecimiento por los parámetros 

de crecimiento PC. PF y PS, de los cuales sólo se presenta la gráfica de crecimiento 

obtenida por PS, cuyo comportamiento reproduce el presentado por PC y PF. El efecto 

de este medio condicionado oobre la maquinaria de síntesis fue evaluado por el contenido 

de proteínas en la fracción posribosomal. la velocidad de síntesis de proteínas. el 

rendimiento ribosomal y el contenido de proteínas ribosomales ácidas. Estas 

evaluaciones son realizadas en los tratamientos que incluyen a los cultivos en suspensión 

SEM, SEi y SMC, para comparar la situación de un cultivo de rápido crecimiento (SEi), 
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con un cultivo de lento crecimiento (SEM) y así poder inferir sobre el efecto del medio 

condicionado en los cultivos SMC. 

Es importante destacar que en este t rabajo no se trató de encontrar las condiciones 

óptimas para el crecimiento de los cultivos en suspensión establecidos a partir de callos 

de embriones inmaduros, y que las condiciones de incubación a las que fueron sometidas 

d ichos cultivos, son las mismas que las elegidas para los cultivos establecidos por callos 

de embriones maduros con el fin de comparar ambos cu ltivos celulares a nivel bioquímico. 

Cabe señalar que trabajos previos realizados en nuestro laboratorio, han logrado cultivos 

de células en suspensión a partir de callos de embriones inmaduros, con un rendimiento 

considerablemente mayor al presentado en este trabajo. 

A continuación se presentan los resultados obf".-enidos durante el seguimiento de los 

cultivos SEM. SEJ y SMC, después de ser subcultivados, con el fin de caracterizar su 

comportamiento, en crecimiento, a través del tiempo. 
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En la figura 7 se presenta la gráfica de crecimiento obtenida por PS de los cultivos SEM, 

SEi y SMC, cuyo comportamiento muestra las tendencias también observadas en PC y 

PF de estos cultivos. 
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To- Día cerodespués del subcultivo, mínimo registro en peso seco 

T3 y T4- tiempo en que los cultivos alcanzan el máximo rendimiento en PS 

Figura 7. Gráfica de crecimiento en peso seco de los cultivos SEM, SEi SMC 

comparando los registros del tiempo inicial (To) con el máximo registro (T3 o T4 

según sea el caso) 

En esta gráfica están representadas las diferencias en cuanto al incremento en el PS de 

los cultivos SEM. SEi y SMC, mostrando cierta superioridad er el cultivo SEi en relación 

con SEM y SMC. puede verse que SEi presenta una velocidad de crecimiento más alta, ya 

que alcanza el rendimiento máximo en el día 3 y no en el 4 como SEM y SMC, por otra 

parte, puede verse una tendencia por este cultivo a tener 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 única diferencia entre estos 

cultivos es la presencia del medio condicionado, extraído 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 Morpur.30, 1987; Pollard y Walker, 1990). 

5 Efecto del medio condicionado sobre algunas características 

del aparato traductor 

Una vez establecidos los cultivos en suspensión SEM, SEi y SMC y ubicado su fase 

exponencial, estos tratamientos fueron reproducidos y mantenidos en las mismas 

condiciones durante tres días después del primer subcultivo (tiempo correspondiente a la 

fase exponencial temprana), después de los cuales se cosecharon las células. Éstas 

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 proteínas en dicha fracción. 

5.1 Rendimiento ribosomal 

Los ribosomas obtenidos de 3 g de células procedentes de los cultivos en suspensión 

SEM, SEi y SMC, fueron resuspendidos en 300 µI de amortiguador de carga (ver 

metodología) y se determinó la absorbancia de una alícuota de 5 µI a 260 nm. El 

resultado en unidades de densidad óptica (DO) fue muitiplicado por el factor de dih.;ción 

(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 fig ura 8 se muestra una cla ra superioridad en el contenido de ribosomas del cultivo 

que ha mostrado un crecimiento más activo, el SEi. El cultivo SMC en presenta un 

rend imiento de r ibosomas es ligeramente mayor que en el cultivo SEM (ambos 

procedentes de callos de embriones maduros), apunt ando nuevamente a la presencia del 

med io condicionado como el posible causante de dichas diferencias. 
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SEM- Suspensión celular obtenida de embriones maduros 

SEi- Suspensión celular obtenida de embriones inmaduros 

SMC- Suspensión celular subcultivada con medio condicionado 

T 

Figura 8 . Rendimiento ribosomal calculado en 3 g de peso fresco de células 

obtenidas en los cultivos en suspensión SEM, SEi y SMC detenidas en la fase 

exponencial temprana ubicada en el tercer día después del primer subcultivo. 

El rendimiento ribosomal es un parámetro asociado a la síntesis de proteínas, y es un 

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

la cantidad de ribosomas y la velocidad de síntes is (Lewin, 1993). 
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5.2 Contenido de proteínas en la fracción posribosomal 

La fracción posribosomal obtenida después de la extracción de ribosomas, contiene 

todas las proteínas celulares excepto las ribosomaies. La cuantificación de proteínas se 

realizó siguiendo la técnica de Bradford y los resultados están presentados en mg de 

proteína calculados siguiendo el patrón de 1a curva obtenida con suero de albúmina 

bovina (curva patrón), para el total de proteínas contenidas en la fracción posribosomal, 

obtenida de 3 g de peso fresco de células en suspensión. 
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SEM- Suspensión celular obtenida de embriones maduros 

SEi- Suspensión celular obtenida de embriones inmaduros 

SMC- Suspensión celular SEM subrultivada con medio condicionado 

Figura 9. Contenido de proteínas (PT) cuantificadas por Bradford (585 nm de 

absorbancia) en la fracción posribosomal de tres gramos de peso fresco de 

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

El cont.enido de proteínas es considerado como un parámetro de crecimiento, dada la 

directa relación entre la cantidad de células y el conUmido de proteínas (Dixon, 1985), 

Los resultados obtenidos en esta prueba, nos permiten reit.erar las tenaencias 

observadas en los cultivos SEM, SEi y SMC, ya que puede verse que el comportamiento 

de estos cultivos se mantiene, en el sentido ae que SEi presenta un contenido de 
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proteínas considerablem ente mayor que SEM y que este a su vez se ve rebasado por el 

presente en SMC. Est as diferencias nuevamente se ven afectadas por la naturaleza del 

inóculo, y por la presencia del medio condicionado. 

5.3 Síntesis de proteínas durante la fase exponencial de los 

cultivos celulares de maíz EM, El y MC 

Esta prueba se realizó, de igual manera, con células obtenidas en los cultivos en 

suspensión SEM, SEi y SMC. esta vez los 60 mi de cada cultivo, fueron reducidos a un 

volumen final de 5 mi, en el tiempo correspondiente a la fase exponencial temprana (T3). 

y mantenidos bajo condiciones in vitro. Cada cultivo fue marcado con 10 mCí de 35S-Met 

durante 24 h, después de las cuales se cosecharon las células y se procedió a hacer la 

extracción de proteínas, para cuantificar la cantidad de 35S-Met incorporada. Se usó un 

contador de centelleo líquido, leyendo cada muestra durante 2 minutos. A continuación 

se presenta de manera gráfica las cuentas por minuto (CPM), calculadas para el total 

de proteínas contenidas en el extracto de 2.5 mi de volumen celular. 
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Figura 10. Síntesis in vivo de proteínas evaluada por la cantidad de 35S-Met 

incorporada durante la fase exponencial temprana de los cultivos SEM, SEi y 

SMC. 

En la figura 10 se muestra que la cantidad de 35S-Met incorporada por el cultivo celular 

SEi es superior que la que se detecta en SMC, y que éste último cultivo, tiende a 

incorporar una cantidad mayor de 35S-Met que SEM. Estos resultados son una 

evidencia más en favor de que la eficiencia de la maquinaria de síntesis está determinado 

por la procedencia de las células establecidas en suspensión, sie!'ldo invariablemente 

mayor en los cultivos que provienen de embriones inmaduros con respecto a los 

generados por embriones maduros y que este último, puede tener un incremento en la 

velocidad de síntesis de proteínas si se encuentra en un medio acondicionado por el 

medio de cultivo extraído de los cultivos SEi. 
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5.4 lsoelectroenfoque de las proteínas ribosomales ácidas (PRAs) 

Las pruebas anteriores. reflejan, de alguna manera la eficiencia de la maquinaria de 

síntesis de proteínas en cada cultivo; al respecto las pruebas hechas por 

isoelectroenfoque a las proteínas ribosomales ácidas aportan más información en cuanto 

a la condición de dicha maquinaria. 

En estas pruebas, los ribosomas extraídos, fueron sometidos a análisis de 

isoelectroenfoque (IEF), aplicando muestras con un equivalente de 8 unidades de 

Densidad Óptica (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 realizó con ribosomas procedentes de células de SEM, SEi y 

SMC y se usaron como control, ribosomas de ejes embrionarios (EE) de maíz (raza 

Chalqueño). imbibidos 24 h, así como ribosomas extraídos de callos de embriones 

maduros e inmaduros de maíz . 

En la lámina 6 se muestran las proteínas ribosomales ácidas 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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1. Muestra ribosomal de EE. 2. Muestra ribosomal de CEI. 3. Muestra ribosomal de CEM. 4. 

Muestra ribosomal de SEM. 5. tvluestra ribosomal de SMC 

Lámina 5. lsoelectroenfoque sensible a proteínas ribosomales ácidas contenidas 

en diferentes cultivos celulares SEM, SEi y SMC. 

En la lámina 1 se hacen visibles las diferentes bandas correspondientes a las proteínas 

ácidas 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 a y b son las PRAs P1 y P2, respectivamente, en su forma no 

fosforilada, las bandas correspondientes a las letras C y d son las mismas proteínas P1 
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y P2 en este caso fosforiladas, lo que les confiere un punto isoeléctrico más ácido. La 

intensidad de las bandas C y d habla de una mayor cantidad de las proteínas P1 y y 

más aún de P2 en su fomia fosforilada. En el carril 2, correspondiente a la muestra 

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

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

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

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

las proteínas ribo50males ácidas contenidas en los cultivos de callo de embriones 

maduros, se distinguen dos bandas, correspondientes a las bandas a y b. aun que en 

este caso la intensidad de éstas es mayor en relación con las vistas en CEI y más aún 

que las que se distinguen en EE, lo cual quiere decir que las proteínas P1 y P2 se 

encuentran más abundantes en los cultivos de callos generados por embriones maduros 

(CEM), y de estas proteínas, es la P2 la que se ve todavía con mayor intensidad, sin 

embargo, en estos cultivos no se distinguen las fomias fosforiladas de las proteínas 

ribo50males ácidas. En el carril 4 se corrieron los ribosomas obtenidos de los cultivos 

SEM (obtenidos con callos CEM en suspensión), en los que la concentración de proteínas 

ribo50males ácidas es tan baja que no puede ser detectada por este sistema, dada la 

baja resolución de la impresión mostrada en esta lámina, no pueden distinguirse un par 

de bandas extremadamente tenues que corresponderían a las proteínas P1 y 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 más 

intensa que la segunda, lo que quiere decir que P2 es más abundante en su fomia no 

fosforilada que en estado fosforilado. Este último carril fue obtenido en otra 

electroforésis, en el que éstas bandas tenían la correspondencia mencionada con 

respecto al control. La muestra ribosomal obtenida en los cultivos en suspensión SEi , 

presentaron dos bandas intensamente expresadas, probablemente correspondientes a la 

proteína P2 y P2 fosforilada, sin embargo. su posición con respecto al control no 
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reproduce la situación típicamente encontrada en las PRAs de maíz, por lo que 

consideramos que éste resultado debe ser reproducido, lo que si podemoe afirmar es la 

preeencia y la abundancia de esta (s) proteína (s). en los cultivos SEi. 

Es interesante contrastar que las PRAs P1 y P2, se encuentran presente!> en los callos 

de embriones maduros, que son lo suficientemente abundantes para ser detectadas por 

eete sistema y que es en el sistema en suspensión donde se ven considerablemente 

disminuídas. La diferencia entre los sistemas de cultivos de callo o de células en 

suspensión, se manifiesta a diversos niveles, el medio líquido mantiene a las células 

disgregadas, lo que reduce la 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 sólidos, las células se encuentran formando una 

masa amorfa de tejido, en la cual los metabolitoe de las células nodrizas alcanzan 

rápidamente a las células aledañas estimulando su división y las funciones biosintéticas 

que preceden a éste proceoo. Las diferencias en cuanto al contenido y naturaleza de las 

PRAs, también pudo verse entre los cultivoe obtenidos por embriones inmaduros CE! 

(callo) y SEi (suspensión), donde en el primer caoo (carri12). se distinguen las cuatro 

bandas, es decir se encuentra la~ proteínas P1 y P2, ambos péptidos en estado no 

fosforilado y fosforilado; en la suspensión obtenida de estos callos (SEi), oolamente se 

distinguieron dos bandas. Estos resultados reflejan la importancia de las condiciones 

ñsicas en la que crecen los cultivos celularee, específicamente de la consistencia de los 

medioe de cultivo. 
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TESIS NO CEBE 
DE U lllUOJECA 

Las observaciones obtenidas a partir de los cultivos SEi, han señalado invariablemente la 

superioridad de éstos en el crecimiento (figura 7), en el rendimiento ribosomal (figura 8 ) 

en el contenido de proteínas (figura 9) y en la velocidad de síntesis de proteínas (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 fosforilación. modificación que incrementa 

la afinidad de estos .péptidos por el ribosoma en el proceso de síntesis de proteínas 

(Saenz-Robles et al., 1990). 

Considerando que las condiciones de incubación no son la5 m;á!:i favorables para el 

establecimiento de cultivo!> en 5U5pen5iÓn obtenidos por callos de embrione5 inmaduro!> 

(SEi) y que la densidad inicial de 5U re5pectivo cultivo madre fue del 607. de la utilizada 

en lo5 cultivos SEM, la re5pue5ta de lo5 cultivos SEi es aun mejor que los cultivos SEM. 

De manera inver5a, el comportamiento ob5ervado en 105 cultiv05 SEM, ha m05trado un 

lento crecimiento, a5Í como un bajo rendimiento rib05omal y una velocidad de 5Íntesi5 de 

proteínas con5iderablemente inferior con re5pecto a 105 cultiv05 SEi, fenómeno!> que oon 

congruentes con la e5ca5a la pre5encia de PRA!:i. 

La adición de un medio condicionado obtenido de un cultivo de alto rendimiento como SEi, 

a un cultivo de lentQ crecimiento como SEM. ha m05trado una re5pue5t.ll favorable a nivel 

de crecim iento, de rendimiento ribo5omal y en la velocidad de 5Ínte5i5 de proteína!>, 

comportamiento que puede e5tar relacionado con el incremento en la presencia de PRA!:i, 

la5 cuales 5e hicieron presentes en la electroforesis en su forma f05forilada. Esto 

sugiere un importante efecto del medio condicionado no oolo sobre el crecimiento celular 

sino también re5pecto a la eficiencia de la maquinaria de 5Íntesi5. 

A pesar de que las PRAs no son el factor más limitante en el proceso de 5Íntesi5 de 

proteína!>, ya que al parecer estos se encuentran principalmente a nivel de iniciación 

(Hershey, 1991). 105 resu!tado5 aquí obtenido!> permiten interpretar la función de la5 
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PRAs en el crecimiento de los cultivos en suspensión. Debido a que la eficiencia de los 

ribosomas está 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 loo principales mecanismoo de regulación en el proceso de traducción se 

encuentran en la fase de iniciación. se ha demostrado que la participación de las PRAs 

durante la elongación, incrementa considerablemente la velocidad de síntesis (Ballesta y 

Remacha, 1996): los resultados obtenidos en cuanto a la velocidad de síntesis de 

proteínas, coinciden con lo anterior pues loo cultivos SEM tienen una velocidad de 

síntesis de proteínas relativamente baja. al igual que el contenido de PRAs en sus 

ribosomas. 

Es interesante notar que estas deficiencias, pueden ser .. repara_das" de alguna manera, 

por la aplicación 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 síntesis, 

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

Las observaciones realizadas entre los cultivos SEM, SEi y SMC hicieron posible 

detectar que la eficiencia de la maquinaria de síntesis de proteínas es un factor 

asociado directamente con la velocidad de crecimiento. esto se confirma al comparar el 

rendimiento ribosomal, el contenido de proteínas así como Ja velocidad de síntesis de 

proteínas entre los tres cultivoo. 
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VI CONCLUSIONES 



1. Entre los medios de cultivo probados, el que indujo un mayor crecimiento en las 

suspensiones celulares de maíz generados a partir de callos de embriones maduros 

(SEM). fue el correspondiente a 2ip-VMS", aplicando la citocinina 2ip a una 

concentración de 0 .1 mg L.1 y suplementado con las vitaminas del medio MS. 

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

un crecimiento exponencial es de 4 días. 

3. El crecimiento de los cultivos SEM es incrementado por la aplicación del medio 

condicionado procedente de cultivos en suspensión generados por callos de embriones 

inmaduros de maíz. 

4. El crecimiento de los cultivos SEM está relacionado con la velocidad de síntesis 

de proteínas. 

5 . La eficiencia de la maquinaria de síntesis de proteínas está relacionada con el 

contenido de ribosomas y de proteínas ribosomales ácidas asociadas a estas 

macromoléculas. 
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VIII APENDICE 



.. 

NOMBRE DEL COMPU ESTO FORMULA MS (g L-1) R2 (g L-1
) 

-
Macronutrientes 

Nit rato de Amonio NH4N03 1.65 0.825 

Nitrato de Potasio KN03 1.9 0.953 

Sulfato de Magnesio Mg504°7H20 0.37 0.37 

Fosfato Mono Básico de Potas io KHP04 0 .17 0.17 

Cloruro de Calcio CaCI 0 .44 0.44 

Micronutrientes 

Acido Bórico H,B04 0.0062 0.0062 

Sulfat o de Manganeso MnS040H20 0.0169 0.0189 

Sulfato de Zinc ZnS04°7H20 0.0086 0.0086 

Yoduro de Potasio KI 0.00083 0 .0008 

Molibdato de Sodio Na2Mo04°2H20 0.00025 0 .0003 

Sulfato de Cobre CuS04°5H20 0.00002 0.00003 

5 

Cloruro de Coba lto CoCl2°6 H20 0.00002 0.00003 

5 

'Sulfato de Fierro Fe504°7H20 0.02784 0 .0278 

Et ilen-Diamino-T etracetato de Sodio C10H14N2010Na2°2H20 0.03724 0 .0373 

Tabla 1. ;'.;ompuestos inorgánicos usados en el medio propuesto pe'" Murashige 

y Skoog (MS) y en el medio R2 (MS modificado por Sánchez de Jiménez, 1981). 
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CompueBto Vitamina!? MS g/I VitaminaB Ms• Coctel 20 g/1 

100X g/I 100X 

lnoBitol 20 10 14.5 

Ac. nicotínico 0 .1 0.1 0.15 

Piridoxina 0.1 0 .1 0 .15 

Tia mina 0 .1 0.1 0.3 

Glicina 0.4 0.02 

Adenina 0.02 

Biotina 0.1 

Ac. fólico 0.1 

Ac. aBpártico 7.5 

L-ABparagina 1 

L-Arginina 1 

L- Glutamina 6 

Urea 4.5 

Ac-Glutámico 0 .75 

Riboflavina 0.01 

Tabla 2. Solucione!? madre de loB compueBtoB orgánico!? uBadoB en el 

med io MS (VMS). MS modificada!? (VMS•) y en el Buplemento Coctel 20. 

EBtaB oolucioneB Be aplican uBando 10 ml/I de medio de cultivo 

vi 



Trat /medio KIN1 KIN2 BaC BaVMS 2ipC 2ipVMS 

K1 + 

K2 + 

BA + + 

2ip + + 

VMS + + + + 

Coctel 20 + + 

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

de embriones maduros (SEM.) 

K1 : Cinetina a una concentración de 0.01 mg L·1• K2: Cinetina a una concentración de 0.1 mg L-1 

BA: BA a una concentración de 0 .1 mg L·1
• 2ip: 0 .1 mg L-1 de 2ip. VMs•: 10 mi L-1 de VMS má,_; 

0.01 mg L-1 de glicina. Coctel 20: 10 mi L-1 de coctel 20 más 1 mg L-1 de adenina. 
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Compuesto Vitaminas MS g/I Vitaminas Ms• Coctel 20 g/I 

100X g/1 100;: 

lnositol 20 10 14.5 

Ac. nicotínico 0.1 0.1 0.15 

Piridoxina 0 .1 0 .1 0 .15 

Tia mina 0.1 0.1 0.3 

Glicina 0.4 0.02 

Adenina 0.02 

Biotina 0 .1 

Ac. fálico 0.1 

Ac. aspártico 7.5 

L-Asparagina 1 

L-Arginina 1 

L- Glutamina 6 

Urea 4.5 

Ac-Glutámico 0.75 

Riboflavina 0.01 

Tabla 2. Soluciones madre de los compuestos orgá.,icos usados 

en el medio MS (VMS), MS modificadas (VMS•) y en el suplemen­

to Coctel 20. Estas soluciones se aplir,an usando 10 mili de medio 

de cultivo 
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