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RESUMEN

Las semillas de la poblacion de maiz Braquitico de Alta Poliembrionia (UAAAN-
IMM-BAP®) tienen la capacidad de producir multiples plumulas al germinar. El
presente trabajo tuvo como propdsito detectar la existencia de muerte celular
programada en semillas de maiz tipo BAP durante su desarrollo, bajo el supuesto
de la presencia de poliembrionia al presentar un nimero de plantulas variables por

semilla al germinar en condiciones de campo.

Se utiliz6 material colectado en los campos experimentales de la Universidad
Auténoma Agraria Antonio Narro de Coahuila (UAAAN); uno, el “Dr. Mario E,
Castro Gil” ubicado en Tepalcingo, Morelos, y el otro: “Campo Experimental

Buenavista” en Saltillo, Coahuila, sede de la institucion.

El desarrollo experimental de laboratorio incluyé estudios anatomicos de las flores
femeninas y de las semillas en desarrollo de individuos que pertenecen a la
poblacibn BAP®, aplicando la prueba de TUNEL para detectar muerte celular
programada. Los resultados indican que cada eje embrionario presenta varias
plumulas y una sola radicula. Para el caso de la muerte celular programada, los
resultados indicaron que éste no es un mecanismo de eliminacion de embriones
como inicialmente se propuso, ya que en los casos estudiados sélo se detectd un
solo embriébn con mudltiples plumulas. La muerte celular se presenta solo en el
suspensor del embrion y el escutelo regiones en donde ocurre naturalmente

durante el desarrollo de semillas no poliembridnicas.



2 INTRODUCCION

Entre 1968 y 1971 un grupo de agrobnomos mexicanos crearon una poblacion de
maiz, a la que llamaron “Seleccién Super Enana (SSE)”, donde el enanismo y una
mayor produccion por hectarea eran las principales caracteristicas. Esta poblacion
se origind a partir de cruzamientos entre una poblacién segregante para el gen de
enanismo “braquitico-2” (la poblacion combinaba germoplasma del Compuesto
Puebla 1 y un grupo Tuxpefo) con un maiz argentino, grano amarillo y cristalino,
de tallo cuadrado y altura de 40 cm, de hojas erectas y opuestas. De estos
cruzamientos (F1) fue derivada la poblacion recombinada de progenies F2
(segunda filial), de las cuales fueron seleccionadas 500 familias, representando
plantas de porte enano, erectas, y prolificas (dos mazorcas); fue a esta seleccion
la que fue denominada como “SSE” (Castro, 1973). Tiempo después fue
observado que en progenies emparentadas con plantas tallo cuadrado se
detectaban plantas “gemelas” idénticas provenientes de granos con doble
embridn; condicion que permitid plantear y realizar trabajos de seleccion para
incrementar la frecuencia del caracter e introducirlo en una poblacion sintética
enana, con fines de estudio y para disefio de nuevas variedades de maiz (Castro y
colaboradores, 1978). Este fue el principio de la integracion de la poblacion BAP,
con la que se trabajo esta investigacion. Ademas de estos primeros reportes sobre
el tema, son de interés los trabajos sobre poliembrionia en maiz, publicados por
Morgan y Rappleye (1951), y Rodrigues y Castro (1978), quienes informan del

fendmeno desde otras perspectivas.



Los primeros individuos producidos por las semillas de esta poblacion fueron
llamados gemelos y representaban no mas de 1.5% del total de la poblacion. Los
descendientes que presentaban dos o mas plantulas por semilla fueron aislados y
cruzados entre si para aumentar la frecuencia de poliembrionia en la poblacién
(Castro, 1979), logrando llegar al 48% de presencia de poliembrionia. Estos
individuos también se cruzaron con otros de talla mas alta, originando una nueva

poblacion denominada NAP (Normal de Alta Poliembrionia®).

La UAAAN continud el trabajo de investigacion con la finalidad de incrementar la
frecuencia de la poliembrionia en sus poblaciones, llegando a 60% en el ciclo de
seleccion 2009. Bajo este supuesto de poliembrionia, incluso con la posibilidad de

detectar apomixis fue iniciada esta investigacion.

En otro orden de ideas, la muerte celular programada (MCP) ha sido definida
como una secuencia de eventos que controlan y organizan la eliminacion de las
células (Lockshin y Sakeri, 1998). Este es un proceso crucial de los individuos
como respuesta contra organismos patdgenos y para el correcto desarrollo del
cuerpo multicelular en plantas (Lam, 2000). La MCP es considerada como parte
integral en el desarrollo de plantas y animales, obedeciendo a sefiales externas e
internas; el fendmeno puede estar involucrado como una contraparte necesaria a
la division celular para determinar la forma y morfologia de los tejidos y 6rganos
durante la morfogénesis. La MCP en plantas esta catalogada en tres tipos

diferentes: apoptdtica, autofagica y no lisosomal (Rogers, 2006).



En el maiz se sabe que la MCP ocurre de una manera normal durante las dos
fases, esporofitica y gametofitica (Buckner et al., 1998); se presenta durante la
formacion unisexual de las flores, durante la microesporogénesis Yy
megaesporogénesis para eliminar uno de los verticilos sexuales como el gineceo y
androceo en flores finalmente masculinas y femeninas respectivamente

(Dellaporta y Calderon-Urrea, 1993).

En este trabajo se determind el papel de la muerte celular programada durante el
desarrollo embrionario del maiz BAP®, por medio de la prueba de TUNEL, bajo la

premisa de la eliminacién de embriones en semillas poliembridnicas - apopmiticas.



3 ANTECEDENTES

Las plantas, como organismos sésiles han desarrollado mecanismos y estrategias
para sortear situaciones desfavorables durante el crecimiento, una de ellas es la
interrupcién de su ciclo vital, bajo determinadas circunstancias. Las angiospermas
se caracterizan por sus flores, en cuyo gineceo se forman las semillas, las cuales
son estructuras originadas a partir de la fecundacion del 6vulo, generando el
embrion; de los nucleos polares o de fusion, derivando en el endospermo, y otros

tejidos de origen materno.

3.1 Zea mays

Las Poaceae son una familia de plantas herbaceas, muy raramente lefiosas,
perteneciente al orden Poales, de las monocotileddéneas. Con mas de 670 géneros
y cerca de 10,000 especies descritas, las poaceas son la cuarta familia con mayor
riqueza de especies luego de las compuestas (Asteraceae), las orquideas
(Orchidaceae) y las leguminosas (Fabaceae); pero, definitivamente, es la primera
en importancia economica global. El género Zea, es el mas importante en relacion
con la alimentacion de los humanos. En este género se encuentra la especie Zea

mays (Bortolini, 1989; Judd, et al; 2002)

El maiz forma un tallo erguido y macizo que se divide en nudos y entrenudos;
tiene tres componentes importantes en sus tejidos: la corteza o epidermis, los

haces vasculares y la médula. Los haces vasculares estan ordenados en circulos



concéntricos con una mayor densidad de haces y anillos hacia la zona periférica
epidérmica, y reducida hacia el centro del tallo (médula). La altura es muy variable
y oscila entre 40 cm en ciertas variedades enanas, llegando hasta los 6 m.
Presenta hojas alternas, largas y estrechas, raices adventicias y racimos de

inflorescencias masculinas y femeninas.

El maiz es una excepcion dentro de los cereales, ya que presenta inflorescencias
masculinas y femeninas separadas, aunque se forman sobre la misma planta, por
lo que es una especie monoica. En la parte apical se ubica la inflorescencia
estaminada o masculina; la inflorescencia pistilada o femenina se desarrolla de

forma lateral en los nudos del tallo formando el jilote.

3.1.1 Inflorescencia masculina

La inflorescencia masculina cumple con la funcidon de producir granos de polen,
para poder asegurar la fecundacion del 6rgano femenino y culminan su desarrollo
dos semanas después de su aparicion, primero se presenta el alargamiento del
apice del tallo y surgen los primeros primordios de las ramificaciones. Los
primordios son bilobulados y cada I6bulo origina una inflorescencia masculina, con
dos flores, las cuales son rodeadas por la gluma y después por la lema y la palea.
Brotan tres estambres, dos lodiculos y un pistilo rudimentario. Presenta una antera

que es tetra-esporangiada y bilobulada (Kiesselbach, 1980).



La inflorescencia masculina es una panicula formada por numerosas flores
pequefias, llamadas espiculas, cada una con tres anteras pequefas que producen

los granos de polen, que contienen a los gametos masculinos.

3.1.2 Inflorescencia femenina

La inflorescencia femenina (xilote, o jilote) crece envuelta en hojas modificadas o
bracteas llamadas profilas, cuenta con dos venas medias y carece de ligula; las
fibras sedosas o pelos que brotan de la parte superior del xilote son los estilos
prolongados, unidos cada uno de ellos a un ovario individual. ElI 6vulo que se
forma es sésil, campilétropo y bitégmico. El ovario es tricarpelar. En el proceso de
la megaesporogénesis, la célula arquesporial da origen a la célula madre de la
megaspora. El polen de la panicula masculina, arrastrado por el viento
(polinizacion anemdfila), cae sobre los estilos, donde germina y el tubo polinico
avanza hasta llegar al ovario; cada ovario fecundado crece hasta transformarse en
un fruto llamado cariépside o grano de maiz. El xilote una vez fecundado se
transforma en una infrutescencia llamada mazorca, que llega a agrupar hasta un
millar de semillas dispuestas sobre un eje duro conocido coloquialmente como

olote.



3.1.3 Embriogénesis del maiz

La embriogénesis se entiende como la suma de eventos durante todo el
crecimiento y desarrollo del embrion, incluyendo los procesos de diferenciacién a
partir de una sola célula diploide (cigoto) a un organismo multicelular, altamente
organizado llamado embridn. La fecundacion de la célula huevo por una célula
espermatica origina la formacion del cigoto y esta etapa marca la transicion de la
etapa gametofitica a la esporofitica. En el maiz, la embriogénesis puede ser
dividida en tres etapas. En la primera se lleva a cabo la diferenciacion de los
tejidos responsables de la polaridad y la posicion de los 6érganos, también ocurre
la formacion de éstos. La segunda fase de maduracion esta marcada por el
crecimiento del embridn y la acumulacién de sustancias de reserva. Durante la
tercera fase, el embridén se deshidrata y entra en una etapa de latencia. Durante la
germinacion el embrion del maiz consumira sus propias sustancias de reserva
(Vernoud, 2005 ) (Fig.1). El embrién y el endospermo son productos de una doble
fecundacion, evento tipico en las angiospermas. El segundo producto de la
fecundacion es el endospermo, que resulta de la fusion de los ndcleos de la célula
central con la segunda célula espermatica y es un tejido esencial de
almacenamiento (Magnard et al., 2004). En términos evolutivos, el endospermo y
el embrién tienen un origen similar. En las plantas actuales, el embridon es una
estructura altamente diferenciada, que nunca pierde su totipotencialidad y continda
desarrollandose después de la germinacidon para formar las estructuras
vegetativas y eventualmente una planta madura. EI endospermo es un tejido

esencial de almacenamiento.
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Figura 1. Desarrollo embrionario en Zea mays. Se muestran las principales etapas
del embrion del maiz. De izquierda a derecha; cigoto, proembrion, transicion,
coleoptilar, etapa 1 y maduro. (Tomada de Vernoud, 2005)

3.1.4 Etapas de desarrollo y estructuras del embrion

La formacion del cigoto es la etapa inicial en la ontogénesis. En el curso de la
secuencia de las transformaciones morfogenéticas, el cigoto desarrollara un

embridon multicelular y mas tarde un individuo (Magnard et al., 2004).

En Zea mays alrededor de la segunda hora después de la fecundacion empieza la
formacion del endospermo, el cual es del tipo nuclear, formandose de 128 hasta

256 nucleos, la primera division del cigoto es de tipo transversal y origina una



célula apical y una basal, las divisiones siguientes son asimétricas. El suspensor
es un organo especializado del embrién que se desarrolla en la parte basal del
proembrion, es el principal camino de nutrientes y transporte de hormonas hacia el
embrion. Morfologicamente el suspensor puede tener varias formas y tamafios,
puede ser unicelular o multicelular, pequefio o largo, no participa en la formacién
del propio embrién, pero la presencia del suspensor es esencial para su desarrollo

(Yeung y Meinke, 1993).

La hipdfisis, es la célula o el grupo de células, que se encuentran en la parte basal
del proembrién, donde se originaran elementos del embrion como la radicula. La
epifisis, es la célula o el grupo de células en la parte apical del proembrion, donde

se inicia la epidermis del tallo.

El embrion desarrolla una radicula, que en algunos casos es reducida, ésta forma
parte del eje embrionario y junto con el hipocétilo integran el llamado eje
hipocotilo-radicula. Normalmente la radicula contiene un numero de tejidos
meristematicos que difieren en origen, ubicacién y caracteristicas del desarrollo,

aungue se representa generalmente por un meristemo basal.

El epicotilo, es la parte apical del eje embrionario localizado sobre el nudo

cotiledonario (union del cotiledon con el eje), esta formado por el meristemo apical

y los primordios foliares.
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El cotiledon es la primera hoja del embridn. La estructura particular del cotiledon
esta condicionada por el nivel de desarrollo, por la ubicacién y su funcién (reserva,

proteccion y fotosintesis) (Shull, 1909).

En la cariopside madura del maiz (fruto) se distinguen tres partes principales: el
revestimiento exterior del fruto que es el pericarpo, unido intimamente a la cubierta
de la semilla, el endospermo y el embrion, que dard origen a la nueva planta

(Bortolini, 1989) .

El pericarpo cumple con la funcién de proteger a la semilla de los ataques de
patogenos externos. El endospermo constituye la principal reserva energética de
la caridpside, de donde la plantula obtiene azucares y substancias proteicas. El
embridn (esporofito) cuenta ya con las principales partes meristematicas para que
se desarrolle una planta adulta, las cuales son la plumula (meristemo apical y

primordios foliares) y la radicula (meristemo basal).

El embrion en las gramineas tiene una ubicacion basal lateral, rodeado por el
endospermo y la cubierta seminal, unida al pericarpo. Segun una interpretacion del
embrion de las poaceas, la lamina del Unico cotileddén se encuentra dilatada a
modo de escudo formando el escutelo, la ligula de la hoja cotiledonaria adopta una
configuracion tubular formando el coleoptilo, que protege al apice caulinar y los
primordios foliares. El epiblasto, representa a la vaina de la hoja cotiledonaria. La
estructura intermedia, resultado de la union entre parte de la hoja cotiledonaria y el

hipocoatilo, forma el mesocdétilo (Fig. 2).

11



Figura 2. Corte longitudinal del embrion del maiz. 1) escutelo, 2) coleoptilo,3) nodo
escutelar, 4) coleoriza, 5) raiz primaria 6) raiz. (Figura tomada de Shull, 1909).

3.2 Poliembrionia

La poliembrionia es la presencia de mas de un embrién en la semilla, dando como
posible resultado la produccion de mas de un individuo por semilla. Este es un
proceso que ocurre naturalmente en muchas especies, por varias vias: ya sea a
partir del cigoto (ovocélula), de las sinérgidas, de las antipodas (tres células del
saco embrionario localizadas en la region calazal), de la nucela (tejido soméatico
que rodea al saco embrionario), o de los tegumentos (tejido que rodea a la
nucela). Las plantulas producidas pueden ser haploides, diploides o triploides, en
distintas combinaciones, dependiendo de su origen. Una poliembrionia simple es

cuando en un mismo saco embrionario se desarrollan varios embriones, y se dice
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que es multiple cuando se forman en varios sacos embrionarios. En algunas
angiospermas puede darse el caso que el cigoto, después de la primera mitosis,
se divida en dos, y asi se forme un embriébn de cada una de las partes. La
poliembrionia es un fendmeno raro en el maiz, que le confiere a la planta grandes
beneficios, sobre todo cuando se trata de lineas genéticas con alta produccion de
aceites, almidon, etc. Gracias a que un grano de maiz poliembridnico puede
originar de dos a siete plantas normales en un espacio pequefio, se favorece el
namero de plantas y por lo tanto de mazorcas, sobre todo cuando estas lineas
almacenan un mejor contenido nutricional por el mayor nimero de embriones, ya
que es en el embrién donde se encuentra la mayor proporcion de proteinas y de
aceite. En la actualidad se estan realizando investigaciones para poder desarrollar
nuevos y mejores hibridos y variedades con un alto nivel productivo, que tengan
resistencia a enfermedades y algunos factores climaticos, ademas aquellas que
cuentan con un alto contenido nutricional (Espinoza et al., 1998) como es el cado

de la variedad estudiada aqui.

3.3 Muerte celular programada

La definicion de la muerte celular programada (MCP) se entiende como la muerte
celular que resulta de la activacion del genoma que codifica para varias rutas
bioquimicas que desencadenan procesos de eliminacion de las células (Lockshin y
Zakeri, 1998). También puede ser entendida como un proceso genético asociado

con caracteristicas morfologicas y bioquimicas distintivas. Forma parte del ciclo de
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vida en los organismos multicelulares como los animales y las plantas, y que

puede ser inducida por varios estimulos durante el desarrollo (Studzinski, 1999).

La MCP es un proceso esencial para mantener la homeostasis tisular en distintas
formas de vida y es el proceso por el cual se regulan algunos mecanismos
fisioldgicos, tales como la germinacion, la diferenciacion celular, el crecimiento, la

reproduccion y el desarrollo de la semilla (Pérez, 2007).

El término apoptosis fue acuiiado para describir la muerte celular, que implica la
activacion celular en un proceso de “suicidio” que esta programado en las células
(Potten, 2004). La MCP es un proceso fisiolégico clave para la eliminacion
selectiva de células durante el desarrollo, senescencia, o la respuesta al estres,
tanto en animales como en plantas. El proceso mas comun de MCP es la
apoptosis, la cual se caracteriza, en células animales, por una serie de cambios
metabolicos y morfolégicos que afectan a distintos compartimentos, como la
mitocondria y el nucleo, asi como por la actividad de proteasas especificas

denominadas caspasas.

Este fenOmeno es genéticamente controlado y la activacion de este proceso es en
ocasiones mediada por factores bioticos y abioticos. Es un proceso que se ejecuta
bajo un estricto control, esencial para asegurar que solo se lleve a cabo en las

células indicadas (Sanmartin et al., 2005).
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Los mecanismos moleculares para la eliminacion de células durante el desarrollo,
son esenciales para el crecimiento exitoso en organismos complejos. Funcionan
como un regulador en la tasa de divisién celular en organismos multicelulares y se
produce porgque estos organismos cuentan con vias bioquimicas para el control de
la muerte celular. La muerte celular, puede ser utilizada en muchos otros procesos
como el control de poblaciones de células y la defensa por invasion de algunos

microorganismos (Greenberg, 1996).

No se sabe si la MCP es un proceso que se desarroll6 de manera independiente
en los diferentes reinos o si tiene un ancestro comun. La evidencia mas clara para
poder hablar de un origen comun en MCP estd en algunos componentes
moleculares de este proceso que se conservan en los diferentes reinos

(Sanmartin, 2005).

3.3.1 Muerte celular programada en plantas

Hoy en dia es aceptado que la MCP se presenta en las células de las plantas,
pero aun no estd muy aceptado el uso del término clasico de “apoptosis” en
plantas. Son varios los casos donde las células de las plantas mueren como una
parte normal del desarrollo, mostrando ciertos cambios en la estructura,
caracteristica de la apoptosis. Estos cambios citologicos y bioquimicos incluyen la
condensacion nuclear, agregacion de cromatina en los margenes nucleares, y
colapso celular. La evolucion de la maquinaria apoptotica y la degradacion puede

ser que se encuentren conservadas en la filogenia de las especies.
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Las caspasas son proteinas clave en la transduccion y ejecucion de la sefal
apoptotica inducida por una diversidad de estimulos. Se encuentran en la célula
como precursores inactivos que necesitan ser cortados para iniciar su actividad

(Elinos-Baez, 2003).

Al igual que muchos organismos multicelulares, las plantas dependen de la MCP
para poder seguir su desarrollo y crecimiento. En los animales, la morfogénesis
esta dada por la division celular, la migracion celular y la muerte celular. La
morfogénesis en plantas es determinada primariamente por la division celular y la
muerte celular. Otro aspecto de la vida de las plantas que involucra la MCP es la
interaccion que se presenta entre las plantas y el medio ambiente. También es
una defensa de las plantas contra factores bidticos y abioticos (Elinos-Baez,

2003).

Las metacaspasas, por otro lado, han sido consideradas como candidatas de la
regulacion y ejecucion de la MCP en las plantas (Van der Hoorn y Jones, 2004).
Su estructura tridimensional tipo hemoglobinasa las agrupa en una superfamilia de
proteasas, junto a las caspasas, paracaspasas, leguminasas y gingipainasas

(Dietrich et al., 1997; Uren et al., 2000).

La muerte celular en plantas esta catalogada en tres tipos diferentes: apoptotica,

autofagica y no lisosomal (Rogers, 2006).
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El mecanismo de MCP apoptética en plantas es similar al de animales,
caracterizado por la liberacién del citocromo c, la pérdida de la funcionalidad en la
membrana de la mitocondria y activacibn de las caspasas. Se presentan
fendmenos como la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del DNA.
Este mecanismo esta reportado en la desintegracion del tapete y en la

degradacion del tubo polinico (Rogers, 2006) (Fig 3).

El clasico ejemplo de muerte celular es el de apoptosis, el cual esta caracterizado
por sus peculiaridades fisioldgicas y moleculares, ya que en este caso se activan
unas proteasas especificas y nucleasas que son dependientes de calcio y que
terminan fragmentando al DNA. Estos cambios bioquimicos son acompafados por
cambios morfolégicos drasticos, como la fragmentacion del nucleo (Lockshin,

1998).

El mecanismo de MCP fagocitico es aquel donde una vacuola de la célula se
comporta como un lisosoma animal. Lo que va a hacer es reducir a los organelos y
las estructuras de la célula a bloques monoméricos mediante las proteasas, las
cuales se cree pueden producirse debido a la exposicion de una célula al estrés.
Este mecanismo se presenta en la muerte de células de pétalos y sépalos y

también en las sinérgidas (Rogers, 2006).
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Figura 3. Sitios donde ocurre la MCP en plantas vasculares. Los circulos rojos
representan las células muertas, (Tomada de Lamb, 1997).

3.3.2 Muerte celular programada durante el desarrollo de las plantas

La MCP es activada durante el proceso de desarrollo en plantas (Stryer et al.,
2003); Por ejemplo, durante la reproduccion y el aborto de organos florales.
Algunas especies de plantas presentan flores unisexuales; sin embargo, la flor
generalmente se inicia con la formacidon de los dos d&rganos sexuales
reproductivos en los primordios florales. Cuando se genera una flor unisexual,
generalmente uno de los 6rganos sexuales no se desarrolla, pues éste entra en un
proceso de MCP. Recientemente se logrd observar este proceso en maiz, con un
gen que es similar al esteroide dihidroxido reductasa (Lockshin, 1998). La MCP se

presenta en la formacion de esporas femeninas, en un evento meiético que resulta
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en la formacion de cuatro células haploides, (megasporas) de las cuales tres de
ellas entran en MCP. Esto sucede en la formacién de la megaspora funcional que
forma al saco embrionario. (Lockshin, 1998). La MCP se presenta también durante
la maduracion del polen, cuando el tapete que estad alrededor del l6culo del

microsporangio sufre MCP (Lockshin, 1998).

La MCP esta presente también durante la embriogénesis y la germinacién en
plantas. En el embrion, dos linajes de células son formadas en la primera division
del cigoto. Una de ellas es para la formacién del embrion y la otra formara el
suspensor y cuando el desarrollo del embridn ha llegado a una etapa avanzada, el

papel del suspensor se completa y entra en MCP (Vachova, 2007).

El desarrollo y la germinacion de los embriones depende de los nutrientes que se
encuentran en la semilla. Estos nutrientes se encuentran en el endospermo, cuya

degradacion se lleva a cabo por enzimas liticas (Arends, 1990).

Goreysca (1993) describe que la MCP ocurre en sitios y momentos especificos,
mediante un reporte que presenta evidencias citoldégicas y moleculares, basadas

en la prueba de TUNEL.

Young et al. (2000) demostraron que la MCP ocurre durante el desarrollo del

endospermo, particularmente en la aleurona y el endospermo central, ya que su

funcién es abastecer de nutrientes a la semilla.
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Rogers (2006) explico por que hay muerte celular en flores, por que unas viven
mas tiempo que otras, demostrando en su estudio que hay estructuras que al

terminar con su funcién, mueren como una muestra de ahorro energético.

Bozhkov (2008) llevé a cabo estudios para determinar la actividad de la

metacaspasa mcll-Pa, dentro del proceso de muerte celular en la especie P abies.
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4 JUSTIFICACION

El linaje de maiz poliembriénico BAP (Braquitico de Alta Poliembrionia) contiene
entre el 55% y el 65% de semillas poliembrionicas, que al germinar produciran
mas de una plantula de maiz. Por lo que es importante estudiar los procesos que
se llevan a cabo durante el desarrollo de estos embriones. Posiblemente uno de
estos posibles es la muerte celular programada (MCP), que puede intervenir
durante la formacion de los embriones o incluso en la eliminacion de los mismos
en caso de tratarse de multiples embriones, que se forman durante el desarrollo

de una cariopside poliembridnica.

5 OBJETIVO GENERAL

Detectar la presencia de muerte celular programada (MCP) durante el desarrollo
de semillas de maiz poliembridnicas del linaje BAP, como un posible mecanismo

de eliminacion de embriones.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

e Observar el numero de embriones que se originan en el 6vulo.
e Detectar si todos los embriones culminan su desarrollo.
e Determinar si es por el proceso de MCP el mecanismo por el cual son

eliminados algunos embriones.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Colecta del material bioldgico

Se colecté el material biolégico, que consiste en flores femeninas antes de la
polinizacién, flores femeninas fecundadas y frutos maduros, en uno de los campos
experimentales de la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro (UAAAN)
denominado “ Dr. Mario E, Castro Gil", ubicado en Tepalcingo, Morelos en las
coordenadas 18° 16" N y 98° 51’ O y una altitud de 1160 msnm y en el campo
“Buenavista” que se ubica en Saltillo, Coahuila con las coordenadas 25° 21’ N y
101° 102’ O y una altitud de 1738 msnm. La colecta se realiza un dia antes de la
polinizacién siendo éste el dia cero, el dia de la polinizacion el dia uno y asi
sucesivamente; la colecta de material se realizé cada cinco dias, obteniendo las
etapas 6, 11, 16 y 21 todas estas muestras se obtuvieron del campo ubicado en
Tepalcingo, Morelos y las etapas 2, 3 ,4 y 5 del campo ubicado en Saltillo,

Coahuila ( Fig. 4).

7.2 Polinizacion

La polinizacion en ambos campos la llevaron a cabo estudiantes de la UAAAN. Se

realizaron antes de que amaneciera, entre individuos provenientes de semillas

poliembridnicas.
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Los jilotes, nombre comun que reciben las inflorescencias femeninas, se cubren
con una bolsa de cera blanca para evitar que les caiga polen no deseado sobre los
estigmas, soOlo se cubren los jilotes con abundantes estigmas, los que son
cortados con tijeras, para poder incrementar la probabilidad de fecundacién.
Posteriormente a la polinizacion, éstos son cubiertos de nuevo ( Fig. 5). Las
inflorescencias masculinas se cubrieron con bolsas de papel kraft, para colectarlo,

y evitar la pérdida de polen deseado (Fig. 5).

Las inflorescencias masculinas cubiertas por las bolsas se sacudieron fuertemente
para obtener la mayor cantidad de polen, una vez que ha sido colectado todo el
polen de todas las plantas, se junta en una sola bolsa y después se retiran las
anteras de manera manual por medio de una hoja, para evitar el contacto directo

con el polen (Fig. 6).

La inflorescencia femenina se desembolsa de manera rapida y se coloca cierta

cantidad de polen sobre los estigmas y se vuelve a embolsar (Fig. 6).
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Figura 4. A,B, C y D distintas imagenes del campo de cultivo experimental “ Dr.
Mario E, Castro Gil”, de la UAAAN en Tepalcingo, Morelos.
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Figura 5. Polinizacion en campo experimental de cultivo de la UAAAN de
Tepalcingo, Morelos. A) Inflorescencia masculina, B) Se embolsan las
inflorescencias masculinas, C) La inflorescencia es sacudida para obtener el polen
y D) Inflorescencia masculina embolsada.
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Figura 6. Distintas fases del proceso de polinizacion del maiz en el campo de
cultivo experimental “ Dr. Mario E, Castro Gil", de la UAAAN en Tepalcingo,
Morelos. A) Se recoge el polen en una bolsa, B) Se separa el polen retirando las
anteras, C) y D) Polinizacion manual y embolsamiento de las inflorescencias
femeninas.

La colecta de flores y frutos fue divida en 10 etapas, de acuerdo al desarrollo del
embrién del maiz. Siendo la etapa 0 momentos antes de la polinizacién, etapa 1
un dia después de la polinizacién, las siguientes etapas se colectaron a partir de la
colecta antecoro, catalogados de la siguiente manera dia 2 (etapa 2), dia 3 (etapa
3), dia 4 (etapa 4), dia 5 (etapa 5), dia 6 (etapa 6), dia 10 (etapa 7), dia 15 (etapa

8), dia 20 (etapa 9).

Las fechas de colecta para el material obtenido de los campos experimentales de

Tepalcingo, Morelos, fueron las siguientes: 13, 14, 19, 24, 29 de marzo y 3 de
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abril. Las fechas de colecta para el material obtenido del campo experimental

Buenavista fueron del 28 al 31 de agosto, ambas en el 2008.

7.3 Procesamiento de las muestras

Los frutos se fijaron en formaldehido al 4% con el amortiguador PBS 1x durante
24 hr, posteriormente se hicieron tres enjuagues con agua de 1 hr cada uno para
seguir con la deshidrataciéon gradual en alcohol. Se manejaron las técnicas de
inclusion en Paraplast y de LR-white: los cortes en Paraplast se realizaron en un
micrétomo de rotacion, con un grosor de 8 um y para LR-White se hicieron en el
ultramicrétomo con un grosor de 2 um. Las tinciones utilizadas fueron safranina -

verde rapido y azul de toluidina, respectivamente (Lopéz et al.,2005).

Para poder obtener los cortes, se realizé una diseccion de los frutos, donde se
eliminé el pericarpio, la cubierta seminal, toda la seccion del endospermo y el

escutelo, dejando solo los ejes embrionarios.

7.4 Prueba de TUNEL para la deteccion de muerte celular programada

Para la prueba de TUNEL se obtuvieron cortes en paraplast de 8 um de grosor, los
cuales se pusieron en portaobjetos especiales Superfrost (Fisher), para
inmunolocalizacién, se desparafinaron durante 30 min a 60°C y posteriormente
fueron colocados en Slide Brite durante 15 min, después se hidrataron en

amortiguador de PBS 1x por 15 min. Se agrego la proteinasa K (dos gotas) y se
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incubaron a 30-35° C por 15 min. Posteriormente se separé la laminilla, que fue
utilizada como control positivo, a la cual se le agregd la DNAasa. El resto de las
preparaciones se lavaron tres veces, con amortiguador de PBS, cada uno por 3
min y se esperd hasta terminar el tratamiento de la preparacion del control
positivo. También se separo la preparacion que fue utilizada como control negativo

(sin enzima TdT).

Para el control positivo: Se agregaron 50 uL de la solucion con DNAasa | (3000
U/mL de DNAasa, en buffer 50mM tris-HCL, pH 7.5, 10 mM MgCI, 1 mg/ml BSA)
se cubrieron los cortes con parafilm y se incubaron por 10 min, después, se
lavaron tres veces con amortiguador PBS cada uno por tres minutos, se agrego 50
uL de la reaccion de TUNEL (con enzima TdT, nucledtidos y fluorocromo) se
cubrieron con parafilm y se incubaron por 1:30 h en una camara humeda, en
oscuridad, a temperatura ambiente. Posteriormente se lavé cada una de las
muestras 4 veces, con amortiguador PBS por 3-5 min a temperatura ambiente (se
mantuvieron en obscuridad entre cada lavado). Se montaron con medio de
montaje DAKO mas DAPI (4", 6-diamidino-2-fenilindoldihidrocloruro) en proporcion

5:1y se sellaron con barniz de uias.

Para el control negativo: Se agregaron 50 pL de la solucion de marcaje (sin
enzima TdT), se cubrio la muestra con parafilm y se incub6 por 1:30 h en una
camara humeda, en obscuridad y a temperatura ambiente. Posteriormente se lavd
cada una de las muestras 4 veces, con amortiguador PBS por 3-5 min a

temperatura ambiente (se mantuvo en obscuridad entre cada lavado). Se monto
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con medio de montaje DAKO mas DAPI (4", 6-diamidino-2-fenilindoldihidrocloruro)

en proporcién 5:1 y se sellaron con barniz.

Las preparaciones se guardaron en refrigeracion a 4° C en obscuridad y fueron

observadas en el microscopio Confocal Olympus FV1000 y el microscopio

Apotome Zeis.
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8 RESULTADOS

Las flores femeninas (etapa 0 y 1) estan constituidas por el estilo, la pared del
ovario, y el évulo, compuesto por la nucela, tegumentos y saco embrionario (Fig. 8
A). Es dificil observar el 6vulo completo, debido a que con la inclusion en
Paraplast el tejido se colapsa y porque la nucela esta formada por células que se

degradan de manera rapida después de la polinizacion.

En las siguientes etapas del desarrollo (2-6) se puede observar la presencia de un
embrion, que corresponde a la fase de proembrién. Ademas del camulo de células
propias de un proembrion (Fig. 7 B), se diferencia otra estructura que se conoce
como el suspensor, hay de endospermo, que es del tipo nuclear, y también la
aparicion de algunas paredes celulares alrededor de los nucleos endospérmicos.
Estas descripciones se pueden observar claramente en etapas mas desarrolladas
4y 5 (Fig. 7 Cy D). En imagenes ademas de las estructuras que acabamos de
mencionar que se encuentran presentes podemos ver todavia a la nucela que se

encuentra en proceso de desintegracion.

Posteriormente el embridbn empieza a diferenciarse, entra en la fase coleoptilar. En
esta parte del desarrollo se conserva aun el suspensor y se hacen evidentes en el

embrion los tejidos meristematicos apicales y subapicales.

En las dos ultimas etapas del desarrollo, ya se cuenta con todas y cada una de las

estructuras que se presentan en la madurez del embridon. Se puede distinguir: el
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escutelo, coleoptilo, la plimula, la radicula, la cofia, la coleorriza. Estas
caracteristicas se pueden observar desde el dia 11 y hasta el dia 21, ya que no
hay cambios evidentes en la organizacion. Los Unicos cambios que se pueden

registrar son en el tamafio de las estructuras.

En la etapa 21, se observan en una sola semilla dos brotes que comparten una

misma radicula (Fig. 8 Ay B).

Figura 7. Inclusiones de semillas en paraplast con tincién safranina-verde rapido
(cortes transversales) A Etapa 3 (1.5x). B Etapa 3 (5x). C Etapa 3 (10 x). D Etapa
3 (20 x). (E) embrién, (En) endospermo, (Nu) nucela, (SE) saco embrionario.
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Figura 8. Cortes longitudinales de fruto de maiz de la etapa 21. tinciom safrania-
verde rapido. (C) coleoptilo, (Es) escutelo, (Pf) primordios foliares y (R) radicula.

8.1Muerte celular programada

Para las muestras control se utilizaron cortes de diferentes etapas, al control
positivo se le agreg6 previamente a la reaccion de TUNEL, DNAasa. Al control
negativo no se le agrega la enzima TdT, que es la encargada de unir los
nucledtidos y el fluorocromo a los extremos libres de los nucleotidos, por lo tanto,
como no hay incorporacion de nucleétido no se observa la fluorescencia en los

nucleos (Fig 9).

Los cortes observados a lo largo del desarrollo embrionario, demuestran que no se

trata de una poliembrionia ya que es solo un embrién el que se origina durante
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todo el proceso, este embrion cuenta con dos plumulas y una radicula. Los
resultados de estas pruebas demuestran que no hay eliminacién de embriones ni
de plumulas en los casos donde se observan mas de una, pues es soOlo un

embrion el que se forma y culmina su desarrollo.

En la etapa 1 que corresponde al dia 1 después de la polinizacion (Fig. 10) se
observa el DNA fragmentado en las células de la pared del ovario y en la nucela

(Fig. 10).

En la etapa 3 se observa el DNA fragmentado en las células de la pared del
ovario, el endospermo y en el embrion, el cual tiene poco tiempo de haberse
formado. En el embrion la presencia de DNA fragmentado es muy poca (Fig. 11y

12).

En la etapa 5 se observa la presencia de un embridn, que esta en la etapa de
transicion del desarrollo, el cual se puede distinguir con bastante claridad y nitidez,
éste se encuentra rodeado por el endospermo, que es el tejido de reserva que
permite su desarrollo, en ambas estructuras se observa la presencia de DNA

fragmentado, en magnitud mayor que en el endospermo (Fig. 13).

En la etapa avanzada del desarrollo, que es el dia 21 se observa la presencia de
DNA fragmentado, particularmente en la capa de células del escutelo que esta

rodeando a la radicula, también fue visible la presencia del DNA fragmentado en la
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radicula. No se observa la presencia de DNA fragmentado en ninguna de las

plimulas. Todas ellas culminan su desarrollo (Fig. 14-15).

La MCP es un proceso que es muy evidente en las primeras etapas del desarrollo
del embrion y se presenta de manera muy significativa en la region
correspondiente al suspensor, llevando a la degeneracion de éste, siempre

respetando el patrén de desarrollo en cuanto tiempo y espacio.
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CONTROL

NEGATIVO SIN IMAGENES

(A) DAPI (c) TINCION (D) SOBRELAPADAS

CONTROL

POSITIVO DAPI SIN TINCION IMAGENES

) ©) (H) SOBRELAPADAS

Fig. 9. Control negativo A,B, C y D. A este tejido no se le agrega la enzima TDT
por lo que en la tincion de TUNEL no se observan nucleos fluorescentes

A. Latincion con DAPI (azul) evidencia los nucleos.

B. No se observa la tincién con TUNEL.

C. Imagen sin ninguna tincién.

D. Superposicion de las imagenes A,By C

Control positivo E, F, G y H. A este tejido se le agrega DNAasa para observar en
todos los nucleos la fluorescencia con la tincion de TUNEL (verde),

A. Latincion de DAPI (azul) corresponde a los nucleos del tejido.

B. Se observa la tincion de TUNEL.

C. Imagen sin ninguna tincién.

D. Superoposicion de las imagenes A,By C
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(A) DAPI

IMAGENES IMAGENES

(D) SOBRELAPADAS (E) SOBRELAPADAS
3 e p. = raie

Fig. 10. Etapa 1, 10x, cortes longitudinales, se observan las estructuras pared del
ovario (PO) y nucela (Nu)

A. Tincidn de DAPI, se tifien los nucleos del tejido en azul, en las siguientes
estructuras; Pared del ovario y nucela.

B. Tincién de TUNEL, se tifien los sitios donde hubo fragmentacion de DNA de
color verde en las siguientes estructuras; pared del ovario y nucela.

C. Imagen sin ninguna tincién.

D. Superposicion de las imagenes A, By C.

E. Superposicion de las imagenes Ay B (DAPI 'y TUNEL).
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En

Fig. 11. Etapa 3, 10x, cortes transversales, se observa en estos cortes las
siguientes estructuras; pared del ovario (Po), endospermos (En) y embrion (E).

A. Tincién de DAPI, se tifien los nucleos del tejido en azul, en las siguientes
estructuras; pared del ovario, endospermo y el embrion.

B. Tincién de TUNEL, se tifien los sitios donde hubo fragmentacion de DNA de
color verde en las siguientes estructuras; pared del ovario, endospermo y embrion.
C. Imagen sin ninguna tincion.

D. Superposicion de las imagenes A, By C.

E. Superposicién de las imagenes Ay B (DAPIy TUNEL).
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Fig.12. Etapa 3, 20x, corte transversal, se observa el embribn en una de sus
primeras etapas de desarrollo.

A. Tincién de DAPI, se tifien los nucleos del tejido en azul, en el embrién.

B. Tincién de TUNEL, no hubo fragmentacion de DNA por lo que no hay tincion de
nucleos en color verde en el embrion.

C. Imagen sin ninguna tincién.

D. Superposicion de las imagenes A, By C.

E. Superposicion de las imagenes Ay B (DAPIy TUNEL).
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Fig.13. Etapa 5, 20x, corte transversal, se observa el endospermo (En), el embridn
(E) en etapa de transicién y el suspensor (S)

A. Superposicién de las imagenes Ay B (DAPI y TUNEL). Tincion de DAPI, se
tifien los nucleos del tejido en azul, en el embrién y en el endospermo. Tincion de
TUNEL, se tifien los sitios donde hubo fragmentacion de DNA de color verde en
las siguientes estructuras; endospermo y embrion.
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Fig. 14. Etapa 21, 10x A, B, C Y D, Etapa 21, 20x E, F, G y H, cortes
longitudinales, se observan las siguientes estructuras; observamos el coleoptilo( C
), el escutelo ( Es), los primordios foliares ( PF) y la radicula( R)

A. Tincién de DAPI, se tifien los nucleos del tejido en azul, en las siguientes zonas
coleoptilo, el escutelo, los primordios foliares y la raiz

B. Tincion de TUNEL, la fragmentacion de DNA se observa Unicamente en la raiz.

C. Imagen sin ninguna tincién.

D. Superposicion de las imagenes A, By C.

E. Tincion de DAPI, se tifien los nucleos del tejido en azul, en las siguientes zonas

coleoptilo, el escutelo, los primordios foliares y la raiz

F. Tincion de TUNEL, la fragmentacion de DNA se observa Gnicamente en la raiz.

G Imagen sin ninguna tincion.

H. Superposicion de las imagenes F, Gy H.

40



IMAGENES
)SOBRELAPADAS

TUNEL SIN TINCION

IMAGENES
) TUNEL (Gsm'nNcmm%H)SOBRELAPADAS

Fig. 15. Etapa 21, 20x, corte longitudinal se pueden observar las siguientes
estructuras; escutelo (Es), primordio foliar (Pf) y radicula (R).

A. Tincion de DAPI, se tifien los nacleos del tejido en azul, en las siguientes zonas
coleoptilo, el escutelo, los primordios foliares y la raiz

B. Tincion de TUNEL, no se observa fragmentacion de DNA en ninguna de las
estructuras.

C. Imagen sin ninguna tincion, donde se pueden observar; la raiz, escutelo y los
primordios foliares.

D. Superposicion de las imagenes A, By C.

E. Tincion de DAPI, se tifien los nucleos del tejido en azul, en las siguientes zonas
coleoptilo, el escutelo, los primordios foliares y la raiz

F. Tincidon de TUNEL, la fragmentacion de DNA se observa Gnicamente en la raiz.
G. Imagen sin ninguna tincion donde se pueden observar; la raiz, escutelo y los
primordios foliares.

H. Superposicion de las imagenes E,Fy G
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9 DISCUSION

Este trabajo se inicié bajo el supuesto de que en los frutos de la poblacion BAP®
ocurre el fenébmeno de poliembrionia, como el propio nombre de la linea lo indica:
Braquitico de Alta Poliembrionia y dado que el nimero de plumulas por fruto
sembrado varia de 2 a 6, se supuso que al haber mas de un embridén, éstos
debian estar bajo una situacibn de competencia, sobre todo si competian
embriones cigéticos con adventicios y por lo tanto deberia darse la muerte celular
programada como un proceso natural de eliminacién de embriones. A partir de las
muestras embrioldgicas de esta investigacion, las cuales constan de mas de 100
frutos analizados, lo que se observa es la presencia de un Unico embrién a lo largo
de todo el desarrollo. En las etapas avanzadas, se pueden observar diferentes
plimulas (siendo en este caso la mayoria correspondientes a dos brotes)
compartiendo la misma radicula. Los resultados de este trabajo refuerzan un
estudio previo, realizado por Pérez (2009), quien estudiando el desarrollo
embrionario del maiz BAP®, y el origen de los mismos, obtenidos de los mismos
lugares y al mismo tiempo que los utilizados en este trabajo, determin6é que las
semillas analizadas no son poliembridnicas, concluyendo que el fendmeno puede
ser posible de algin modo, en el estricto sentido de la palabra. Nuestros
resultados muestran que no se eliminan embriones ni pliumulas, ya que en cada
una de las etapas de desarrollo que se muestrearon se observa la presencia de un
anico embrién y en etapas avanzadas del desarrollo se visualizan varias plumulas

y ninguna degenera.
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Sin embargo, se sabe de otros casos en maiz de la misma poblacion, donde se
han observado sistemas radiculares que funcionan separados, estructuras
embrionarias en las cuales han sido reportados coleoptilos independientes para
cada una de las plimulas y embriones completamente aislados (Dr. José
Espinoza Veladzquez, Instituto Mexicano del Maiz “Dr. Mario E. Castro Gil” de la
UAAAN, en Saltillo, Coahuila. Comunicacion personal), quien ha observado
semillas que germinan en tres plantulas en los que dos son fenotipicamente
iguales, y casos con cuatro plantulas con dos pares iguales en fenotipo entre cada
planta de cada par y plantas con cinco brotes o mas con diferentes combinaciones
de plantas gemelas (los ultimos tres casos aparecen en la poblacion en una
proporcion de un 10% a 15%); y finalmente casos de plantas con dos brotes

fenotipicamente diferentes (menos del 5% de los casos).

Al descartar en este trabajo la suposicion de poliembrionia en la poblaciéon BAP®,
se analizo la presencia de la MCP en los frutos de maiz, en particular en el
desarrollo del embrion. Es aceptado que en la morfogénesis de las plantas se
presenta la eliminacion de cierto tipo de células en regiones especificas, lo que
favorece la correcta formacion de los érganos o estructuras. Se eliminan aquellas
células que se presentan en exceso 0 que sOlo se necesitan en cierta etapa
(Giuliani et al., 2002). Estudios realizados por Filonava; et al. (2002), han
confirmado que en el caso de la ocurrencia de poliembrionia, la MCP es un
mecanismo de eliminacion de al menos uno de los embriones en desarrollo. El
estudio consisti6 en descifrar el enigma que existia alrededor de la planta que

presentaba poliembrionia monocigotica y es que s6lo un embridon sobrevivia,
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mientras que los otros eran eliminados en las primeras etapas. Ellos demostraron
que la MCP era el mecanismo responsable de la eliminacién de los embriones,

Pinus sylvestri. (Pinaceae).

La MCP a pesar de que ocurre durante todas las etapas del desarrollo del

embrion, no causa la aborcion de ninguna de las plumulas.

Con los resultados correspondientes a las primeras etapas de desarrollo, se pudo
observar que la fragmentacion del DNA se presenta en la nucela, que es un tejido
que alimenta al embrion en desarrollo. La degeneracion de la nucela en las
plantas con flores, es un proceso que ocurre durante la ontogenia del 6vulo,
aungue existen algunas variaciones temporales y en el patron espacial de la
degeneracion (Dominguez y Cejudo, 1998). Las células nucelares mueren
inmediatamente después de la fecundacion para el suministro de nutrientes al

embridon y empieza el endospermo joven a presentar expansion.

En el desarrollo del embrion del maiz de la poblacion BAP® la nucela empieza a
degenerar cuando el endospermo comienza a desarrollarse, después de la doble

fecundacion, como ocurre en el trigo Triticum aestivum ( Linnestad et al., 1998)

La MCP de la nucela gradualmente deja una cavidad dentro del 6vulo que es
llenada por el endospermo. La muerte celular en la nucela se inicia en una zona
de células, proximas a la cara de la expansion del endospermo y se sugiere la

participacion de una sefal de muerte, procedente del endospermo.
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Cuando se analizé la prueba de TUNEL in situ, los resultados resultan positivos,
indicando la fragmentacién del ADN, y por lo tanto que la MCP esta teniendo
lugar. La fragmentacion del DNA nuclear es considerada una de las caracteristicas

tipicas de la MCP (Dominguez et al.,1998; Linnestad et al.,1998)

En las etapas de desarrollo 2, 3, 4 y 5, donde se puede observar la presencia de
un proembrion o de un embridn bien diferenciado, también se puede distinguir al
suspensor, que se encuentra siempre debajo del embrién y de forma alargada. En
recientes estudios, se ha encontrado que el suspensor tiene una clara funcién
metabolica activa, es esencial para el transporte de nutrientes hacia el embrion y
es una fuente importante de reguladores de crecimiento durante las primeras
etapas de desarrollo (Boshkov, 2005). El suspensor es otra de las regiones donde
se observa la presencia de fragmentacion de DNA y éste, junto con la nucela, son
las Unicas zonas en las que ocurre teniendo como consecuencia la eliminacion por

completo de la estructura (Yeung y Meinke, 1993).

La fragmentacion del DNA en el suspensor, se presenta desde la aparicion del
mismo, pero es mas notable en las etapas intermedias 5 y 6. La completa
degeneracion del suspensor se da cuando el embrion esta completamente
maduro, lo cual es completamente normal en el proceso de la embriogénesis, su
eliminacion es entendible, pues se da cuando ha cumplido con su funcién, la cual

es la de abastecer de nutrientes. El suspensor acompafa al embrién hasta que
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este alcanza una etapa madura. También se sabe que el suspensor estimula el

crecimiento del propio embrion (Yeung y Meinke, 1993).

En las etapas tardias del desarrollo, cuando el proceso morfogenético ha
culminado, la presencia de DNA fragmentado es muy poco, excepto en pequefios
sitios que corresponden al escutelo, como la capa de células que esta rodeando a
la raiz. Estos resultados, comparados con el estudio hecho por Guliani (2002) son
positivos. Ellos demostraron la fragmentacion del DNA en el escutelo, raiz y

coleoptilo.

El escutelo es utilizado en la germinacion de la semilla como una fuente de

alimento para el desarrollo de los 6rganos del embrion; mientras que el coleoptilo

cubre y protege a los primordios foliares del embrion (Schlinder et al., 1995).

46



10 CONCLUSIONES

En los frutos analizados, se encontré la formacidon de un solo embrién con

multiples plumulas a lo largo del desarrollo de las semillas del maiz BAP.

Se ha detectado la muerte celular programada en diferentes estructuras a lo
largo del desarrollo embrionario en las semillas de maiz BAP®. Sin
embargo, los resultados no muestran que este proceso forme parte de un

mecanismo de eliminacién de embriones.

La muerte celular programada se localiza durante las primeras etapas
principalmente en la nucela y parte de los tegumentos y en las etapas
intermedias, principalmente en el suspensor y en las etapas tardias en el

escutelo y la raiz embrionaria.
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