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RESUMEN

Se estudi6 el efecto de diferentes reguladores del crecimiento (2,4 D, BAP y KIN)
en la germinacion y crecimiento de las plantulas provenientes de embriones
inmaduros de maiz. Los embriones de maiz cv. P 315 fueron extraidos de granos
procedentes de mazorcas en estado lechoso. Como medio basal se empleo las
sales minerales de MS suplementado en todos los casos con 1 mg.L"" de los
reguladores empleados y un control sin suplemento hormonal. A los 30 dias se
evalud el porcentaje de embriones que desarrollaron plantulas y la altura de las
mismas. Para corroborar los resultados obtenidos el medio de mejor respuesta
(MS sin suplemento) se utilizé para evaluar el comportamiento de otros genotipos.
En todos los casos los datos obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA de
clasificacion simple y las diferencias determinadas mediante la prueba de
Neuman-Keuls al 5%. No se detectaron diferencias en la respuesta varietal por lo
que se propone una metodologia para la obtencion de plantas de maiz a partir del
cultivo in vitro de embriones inmaduros.

ABSTRACT

The effect of different growth regulators (2,4-D, BAP and KIN) on germination and
plant growth from maize immature embryos (heart step) were studied. The
embryos were obtained from kernels of ears cv. P 315. MS medium supplement
with 1 mg.L™" of growth regulators and one control (without hormonal supplement)
was used. The percentage of plants formation and height of them were evaluated
to 30 days. To confirm the results were evaluated others genotypes. The results
were analysed by ANOVA simple classification and the difference detected by
Neuman-Keuls test. A methodology to obtain maize plants from in vitro culture of
immature embryos was established.

INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) conjuntamente con el arroz y el trigo, es uno de los cereales
mas importantes en la alimentacién humana y animal. En este cultivo, los métodos
tradicionales de fitomejoramiento, tales como el uso de introducciones, hibridacion
y seleccién han sido exitosos en el desarrollo de nuevas variedades de maiz. Sin
embargo; a mediados de los afios ochenta se incentivo el uso del cultivo de tejidos
en los programas de investigacion del maiz, los cuales han contribuido
sustancialmente al mejoramiento y liberacion temprana de nuevas variedades
(Lentini, 2000).
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Dentro de las técnicas in vitro, el cultivo de embriones se ha utilizado para
diferentes propdsitos, como estudiar los requerimientos nutricionales de
embriones en desarrollo, rescatar embriones hibridos, producir monoploides y
superar la latencia de las semillas (Litz, 1991).

En el caso especifico del maiz, el cultivo de embriones inmaduros se ha empleado
en la obtencién de callos embriogénicos (Duncan et al., 1985), la transformacion
genética (Murry et al., 1989; Ishida et al., 1996) y el rescate de embriones con el
objetivo de incrementar la frecuencia de hibridacion (Lentini, 2000).

El objetivo del presente trabajo es evaluar el efecto de diferentes reguladores del
crecimiento en la germinacion y el desarrollo de embriones inmaduros de maiz,
con vistas a su utilizacion en diferentes estudios in vitro.

MATERIALES Y METODOS

Los granos inmaduros procedentes de mazorcas del cv P 315 cosechadas en
condiciones de campo en la Finca “Amalia” ubicada en el Municipio Boyeros, se
esterilizaron superficialmente con alcohol (70%) y se sumergieron en una solucion
de lejia comercial al 2% durante 15 minutos. Posteriormente se lavaron con agua
destilada estéril por tres veces.

En condiciones asépticas se aislaron los embriones inmaduros (estado de
corazon) y se sembraron en un medio basal MS (Murashige y Skoog, 1962)
suplementado en todos los casos con 1 mg.L™" de los siguientes reguladores del
crecimiento, acido 2,4 di-clorofenoxiacético (2,4-D), 6- bencil amino purina (BAP)
y 6- furfuril amino purina (KIN) y un control sin suplemento hormonal (Tabla 1).

Tabla 1. Medios de cultivo utilizados para la germinacion in vitro de
embriones inmaduros de maiz.

Tratamientos Medios de cultivo
I MS (sin suplemento hormonal)
Il MS + 1mg.L™" 2,4- dicloro fenoxi acético (2,4-D)
1] MS + 1mg.L™" 6- bencil amino purina (BAP)
\Y MS + 1mg.L" 6- furfuril amino Purina (KIN)

El pH de los medios se ajusto en todos los casos a 5,7 previo a la adicién de agar
(7 g.L™") y los mismos se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

El cultivo se realizo en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 14 horas
luz y una temperatura de 25 + 2°C. A los 30 dias de cultivo se evalué el porcentaje
de callos formados, el porcentaje de embriones germinados y la altura de las
plantulas obtenidas.

27



Tabla 2. Genotipos utilizados en los estudios de germinacion in vitro de
embriones inmaduros de maiz.

Nuamero Genotipos
P 315
P 677
P 433
P 530
P 208
P 216

DR WIN|I—

Para corroborar los resultados obtenidos, el medio de mejor respuesta (MS sin
suplemento) se utilizé para evaluar el comportamiento de otros genotipos. Para
ello se estudiaron diferentes genotipos (Tabla 2) y se evaluaron las variantes antes
sefaladas.

En todos los casos los datos obtenidos fueron analizados mediante un ANOVA de
clasificacion simple y las diferencias significativas determinadas mediante una
prueba de Neuman-Keuls 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la figura 1 se muestra los porcentajes de formacion de callos y desarrollo de
plantulas en los medios de cultivos estudiados. Se observdé que en los medios
suplementados con reguladores del crecimiento se obtuvieron altos porcentajes de
formacién de callos, siendo mayor la respuesta en el medio suplementado con 2,4-
D (25%); sin embargo en el medio sin suplemento (control) no se observé la
proliferacion de callos y el 100% de los embriones cultivados desarrollaron
plantulas.
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Figura 1. Porcentajes de formacion de callos y crecimiento de plantulas a
partir de embriones inmaduros de maiz en los medios de cultivo empleados.
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Similares resultados fueron obtenidos por Mroginsky et al. (1998) al cultivar
embriones inmaduros de yerba mate (llex paraguanensis St. Hill) donde se
demostro que el empleo de las auxinas disminuyo los porcentajes de germinacion
produciendo un marcado aumento del numero de embriones que produjeron
callos.

Para la induccion de callos a partir de un explante dado es necesario,
generalmente, incorporar una auxina al medio de cultivo. La mas comunmente
empleada para iniciar un cultivo de callos es el 2,4-D en una concentracion entre
4,5 -13,6uM (1 a3 mg. L"). Sin embargo, la presencia de las citoquininas, en el
caso de las monocotiledoneas, no es necesaria para la induccion de los callos
(George, 1993).

En el caso especifico del cultivo del maiz, el 2,4-D (1 mg. L™ ) es utilizado como
rutina en los medios de iniciacion de callos a partir de embriones zigdéticos
inmaduros en los protocolos para la transformacion genética mediante el
bombardeo de particulas (http://www.agro.agri.umn.edu/plant-tc/maize-
tc/zembbomb.htm.

En cuanto a la variable altura de las plantulas obtenidas se observan diferencias
significativas entre los medios de cultivo empleados (Figura 2). La maxima altura
de las plantulas se obtuvo en el medio control (19,2 cm) el cual difiere
significativamente del resto de los medios.

Longitud de las plantulas (CV= 24,12%)

19,2a

Medios de cultivo

Figura 2. Comportamiento de la variable altura de las plantulas en los
diferentes medios de cultivos estudiados.

Al estudiar el efecto de diferentes genotipos en el comportamiento de las variables
porcentaje de desarrollo de plantulas en el medio seleccionado (tratamiento ) se
observd que el 100% de los embriones cultivados desarrollaron plantas
independientemente del genotipo estudiado y la variable altura de las plantulas no
mostro diferencias significativas entre ellos (Figura 3)
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Los resultados obtenidos permiten concluir que no se detectaron diferencias en la
respuesta varietal por lo que se propone una metodologia para la obtencion de
plantas de maiz a partir del cultivo in vitro de embriones inmaduros.
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Figura 3. Comportamiento de la variable altura de las plantulas en los
diferentes genotipos estudiados.
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