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R E S UM E N

La planta de mafz posee un gran potencial para elevar el rendi-
miento de grano, ya que en ella existen de 6 a B yemas, capaces
de transformarse en primordios de mazorca, lo cual sin duda al-
guna podrfa permitir elevar la producci6n de maiz con ventajo--
sas consecuencias socio-econémicas. No obstante las yemas axi-
lares que se encuentran por debajo de la tercera yema, en posi-
ci6én apical - basal pronto degeneran y finalmente en la mayoria
de los mafces comerciales, s6lo una o dos yemas llegan a su ma-
duracion.

Por otro lado se ha visto que mediante el empleo de la técnica-
del cultivo in vitro de tejidos vegetales, es posible entender-
procesos y obfener sefialamientos de lo que ocurre en plantas in
tactas, gracias a la capacidad de controlar los requerimientos-
hormonales, nutricionales y ambientales de cualquier tipo de ex
plante sin la influencia del resto de la planta. -

La presente investigacién tuvo como finalidad emplear la técni-
ca del cultivo in vitro de tejidos vegetales para analizar el -
crecimiento y desarrollo de las inflorescencias femeninas inma-
duras de mafz (jilotes) en funcién de su posicién en la planta-
y en respuesta a tres condiciones fisicas del medio de cultivo-
y a diferentes combinaciones y concentraciones hormonlaes.

Se determin6 que las dos primeras posiciones en sentido apical-
basal de los jilotes de maiz respondieron mejor a las condicio-
nes in vitro y ademds que el medio de cultivo s6lido fue el que
permitid un crecimiento y desarrollo mds cercano al normal. Sin
embargo, las diversas combinaciones y concentraciones hormona--
les evaluadas no fueron 6ptimas para el crecimiento y desarro--
llo in vitro de las inflorescencias femeninas de mafz.
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I. INTRODUCCION

En México se tiene la necesidad de incrementar la producci6n
de alimentos, por lo que el estudio e investigacifn en espe-
cies vegetales alimenticias bajo condiciones determinadas --
constituye una via de solucién a éste problema.

La planta de mafz posee un gran potencial para elevar el ren
dimiento de grano, ya que en ella existen de 6 a 8 yemas ca-
paces de transformarse en primordios de mazorca, lo cual sin
duda alguna podrfa elevar la producci6én de mafz con ventajo-
sas consecuencias socio-econ6micas (C.Mendoza y V.A. Gonzd--
lez comunicacién personal * ). No obstante, las yemas axi -
lares que se encuentran por debajo de la tercer yema en po-
sicién apical-basal pronto degeneran y finalmente en la mayo
rfa de los maices comerciales s6lo una o dos yemas llegan a-
su maduraci6ébn. No tan s6lo éste fen6meno se ha observado en
el mafz, también se ha podido ver en otros cultivos igualmen
te importantes, como el frijol, donde muchos de los botones-
florales no son capaces de llegar a su madurez (16 ).

Se han elaborado diferentes hipbtesis en relacién al mecanfis
mo que opera en la transformacidén de yemas vegetativas a re-
productivas. Recientemente se ha trabajado el concepto de -
"Modelo de Control Multifactorial de la Floraci6n" , donde -
se propone que varios factores estan involucrados en el con-
trol de la iniciaci6n de la floracién como promotores o inhi
bidores. Asi, éste evento sucede s6lo cuando todos los fac-
tores estdn presentes en el dpice en concentraciones y en el
momento adecuado; tales factores involucran tanto la activi-
dad de hormonas como la de fotosintatos (8).

Por otro lado se ha visto que mediante el empleo de la técni
ca del cultivo in vitro de tejidos vegetales, es posible en
tender estos procesos y obtener sefialamientos de lo que ocu-
rre en plantas intactas, gracias a la capacidad de controlar
los requerimientos hormonales, nutricionales y ambientales--
de cualquier tipo de explante sin la influencia del resto de
la planta.

Por tales razones, para el estudio de los mecanismos que ha--
cen posible la transformaci6n de primordios vegetativosen re-
productivos del mafz, asi como de los factores que regulan -
su posterior crecimiento y desarrollo, se planteo este traba
jo en el que con la técnica del cultivo de tejidos vegetales
se analiza la respuesta de la posicibén de las inflorescen- -

\
Investigadora Docente y Profesor Investigador del Centro de
Genética, C.P. Montecillo, México 56230.



cias femeninas inmaduras de mafz ( jilotes ) en sentido
apical-basal en tres condiciones fisicas del medio de -
cultivo y a diversas combinaciones y concentraciones --
hormonales.



II. REVISION DE LITERATURA.
Generalidades del maiz (Zea mays,L.)

El mafz ocupa el tercer lugar en el mundo después del trigo
y del arroz en importancia como fuente de alimentacifn huma
na y animal; durante 1978 a 1980 cubri6 128 millones de hec
tdreas cultivadas. Esta planta anual es sembrada generalmen
te de 30 a 559 de Latitud en regiones con por lo menos de -
120 a 128 dias libres de heladas y temperaturas de 21 a 27°¢
G, (13)-

En México es un elemento preponderante en la vida social y-
econbmica, ya que es una de las mds importantes fuentes de-
alimentaci6n. En relaci6bn a su gama de varaci6n se han des
crito mds de 30 razas, superando con ésto a cualquier otra-
regi6n geogrdfica por su riqueza y diversidad (29).

Origen y dispersidn

Antes de que la planta de mafz fuera cultivada, sus granos-
posiblemente eran mds pequefios, aunque lo suficientemente--
grandes y pesados para que no fueran dispersados por el - -
viento, por lo gque en su esparcimiento debieron intervenir-
animales, posiblemente carnivoros que a su vez se alimenta-
ban de algunas especies que consumfan mafz y que al emigrar
depositaban en otras regiones, junto con las heces, los gra
nos de mafz no digeridos. En el Continente Americano el ini--
cio de su cultivo probablemente coincida con el de la era--
cristiana. Hasta antes de 1492 la planta de mafz era desco
nocida como alimento en el Viejo Mundo, pero en el Nuevo --
Mundo parecfa ser una planta importante en la alimentacién-
de las civilizaciones precolombinas, como la Inca en Sudamé
rica, la Maya y Azteca de Mesoamérica. Para el momento en -
que Coldn arribd a América, el mafz habia empezado a culti-
varse ampliamente por los indios norteamericanos (15,29).

En los inicios de la agricultura en América, y al descubrir
el hombre el mafz para su alimentacién, lo empez6 a culti--



var y seleccionar acelerdndose su dispersi6n. Los comerciantes lle

vaban el mafz a diversas regiones y las tribus emigraban llevdndo-

lo consigo, difundiéndose su cultivo primero en Mesoamérica y des-

pués en Sudamérica. En el México antiguo el maiz fue sustento, re-

ligién y arte. Las evidencias arqueolégicas demuestran que existen

dos posibles lugares de origen, estos son: a) Los Valles altos del

Perd, Ecuador y Bolivia, y b) La regi6n del Valle de Tehuacan en -

México y la América Central. En ambas dreas se han descubierto mu-

chos tipos de mafz (15,29).

Sobre el origen del mafz hay cuatro teorfas principales y otras --

teorfas llamadas teorfas menores, siendo éstas: a) El mafiz se ori-

giné de un mafz con cdpsulas, una forma en la cual los granos estdn
encerrados individualmente en brdcteas florales, como los cereales

y la mayorfa de los pastos; b) El mafiz se origin6 del Teosintle --

por seleccién directa, por hibridaciones o por hibridaci6én del Teo

sintle con un pasto desconocido y ahora extinto; c¢) El mafz, el --

Tripsacum y el Teosintle han descendido por lineas independientes-

directamente de un ancestro comn y d) La teorfa tripartita de Mapr

glesford y Reeves de 1939, que dice que el mafz cultivado se origi-
né de un mafiz con cédpsulas, o bien, que el Teosintle es derivado de
un hibrido del maiz y Tripsacum, y por Gltimo la que-menciona que -
la mayorfa de las variedades modernas son el producto de una mezcla
de Teosintle con Tripsacum o con ambas (29).

Existe otra teorfa en la que se dice que el Teosintle ha jugado un

papel principal en el origen del mafz, que se inici6 con los traba

jos de Ascherson en 1875 quien mostré convincentemente que es la -

especie mds cercana al mafz.

Considerd que la espiga femenina del mafiz es el resultado de una -

fusiébn de las ramas laterales con la espiga central y supuso que -

la fusi6n de varias espigas de la inflorescencia pistilada podia -

dar como resultado una estructura similar a la espiga masculina --

del mafz. Actualmente no hay evidencia real de que la espiga sea-

producto de una fusién (15,30). .

Durante la segunda reuni6n de la "SOMEFI" el Dr. Miranda Colfn pre

senté su punto de vista en cuanto al origen y evolucién del malz,:
siendo actualmente esta la teorfa mis acertada. El lleﬁé a las si-



guientes conclusiones:

" De las cuatro hip6tesis descritas la que se ajusta més
al origen del maiz es la primera, o sea que el mafz --
proviene del Teosintle. La razén de esto es que ambas
plantas tienen 10 cromosomas en sus células gaméticas.
Los cromosomas son muy semejantes en longitud, posi- -
cién del centrémero y se asocian normalmente en la pro
fase meidtica. La posicién de los nudos cromosbémicos -
en algunos Teosintles es terminal y en otros es interca
laria, al iqgual que en el maiz; sin embargo estas dife-
rencias pueden atribuirse a la migracién, a la mutacién
a la recombinacién genética y a la seleccifn. La hibri
daci6n entre mafz y Teosintle en forma natural es posi-
ble y los hibridos son altamente fértiles. Desde el --
punto de vista morfoldgico el mafz y el Teosintle son -
también muy parecidos, las diferencias que se observan-
en algunos 6rganos en relacién a los del maiz cultivado
se debe a los efectos de la selecci6n artificial. Las -
defensas naturales del Teosintle han sido substituidas-
por otros cardcteres de mayor importancia econ6mica ba-
jo domesticacibén. De ahf que el mafz cultivado sea inca
paz de subsistir sin el cuidado del hombre. Por otro la
do las semejanzas morfoldgicas que se observan en el --
Teosintle y en algunas especies del género Tripsacum se
deben a que dichas especies se han desarrollado en la -
misma &rea ecol6gica bajo los mismos factores de selec-
cién natural. La razbén para considerar al Teosintle --
como el ancestro del mafz es la siguiente: En México -
el mafz ha ocupado el primer lugar de la alimentacidn,-
humana desde tiempos prehistéricos hasta nuestros dfas-
y el segundo lugar ha correspondido al frijol (Phaseolus
vulgaris L.). Si observamos la distribucién geogréfica-
del Teosintle (mafz silvestre) y la distribuci6n de las
variedades silvestres del frijol comGn, notamos que am-
bas especies ocupan la misma drea, esto significa que -

el hombre las encontrd creciendo juntas y las empez6 a-
domesticar al mismo tiempo. Prueba adicional son los --
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restos arqueolégicos del mafz y frijol encontrados en las ex-
cavaciones realizadas en el Valle de Tehuacan, Pue., cuyas an
tiguedades se remontan a 6 600 y 7 000 afios respectivamente.
En las 4dreas donde el mafz y el Teosintle crecen juntos exis-
ten un gran nGmero de hibridos naturales cuyas caracteriticas
morfolégicas no permiten establecer limites entre las dos es-
pecies. Si a esto agregamos que no existen mecanismos de ais-
lamiento reproductivo, podemos concluir que tanto el mafz co-
mo el Teosintle pertenece a la misma especie (Zea mays L.) --
(19) ".

Usos del mafz.

En México el mafz més antiguo probablemente sea el tunicado o
perlado; no obstante en algunas épocas hubo influencia de ra-
zas locales, asf como la influencia de razas ex6ticas del Sur
que se cruzaron con las razas lo:ales, asi como la influencia
de plasma germinal del Teosintle incrementando la diversidad-
de caracteres y tipos de mafz. Debido a esta diversidad se --
cuenta con tipos de maiz cuyas caracteristicas morfolbgicas--
y composicién quimica determinan ampliamente diversos usos, -
como: a) El mafz sacharata o mafz azucarado, que posee cariép
side dulce debido a que el almidén se ha transformado parcial
mente en dextrina y azlGcares, por esta caracteristica se cose
cha en estado tierno para consumirse como verdura, para hacer
pinole, harinas dulces, obtencién de mieles y bebidas alcoho-
licas; b) Mafz indurata o cristalino que por la consistencia-
vitrea o cristalina del endospermo al ser molido conserva en-
diminutos granos su consistencia y no se pulveriza, es la va-
riedad mds utilizada para hacer tortillas, tamales, atoles y-
otros alimentos mexicanos (29).

Descripcién boténica.

Perteneciente a la familia de las Gramineas, es una planta --
anual, herbdcea y monoica, de altura variable. La rafz es fi-
brosa y de los nudos inferiores del tallo surgen rafces adven



ticias qus proporcionan soporte a la planta, o bien pueden desarro
llar tallos similares al principal, conocidos como macollos o hi-
jos. El tallo es en general erecto, robusto y no ramificado.

De cada nudo sale una hoja con limbo ancho, envainadora,con nerva
duraprominente y paralela; la hoja es curva, lanceriforme y pubes
cente (6, 13, 14 y 29 ).

El género Zea comprende tanto el mafz como el Teosintle, que re--
presentan a plantas robustas, de muchas formas. Las diferencias
mas acusadas se dan en el fruto de ambas especies. En el Teosin-
tle éste consiste en una espiga de grano distico, con semillas --
triangulares bastante mds pequefias que las de los mafces actual-
mente cultivados y que maduran a lo largo de un prolongado peri6-
do, por lo que no tiene aprovechamiento econbmico como cosecha de
grano. En el mafz los granos nacen alineados en varias hileras -
sobre un raquis cilindrico grueso y blanco. En el Teosintle el -
eje central de la espiga es duro y frégil.

Ademds existe una importante diferencia funcional en el mecanfsmo
de dispersifn de las semillas de ambas especies. Las semillas --
del Teosintle se esparcen con facilidad al romperse la espiga en-
segmentos de raquis portadores de los granos, esto permite que el
Teosintle se conserve en estado natural sin necesidad de cuidados
por parte del hombre. El mafz, no posee esta facilidad natural -
de dispersi6on de sus semillas, por lo que no podria subsistir en-
estado silvestre. EIl maiz, también se puede distinguir de Euchla
ena ( Teosintle ) en que la espiga es de varias hileras con un --
raquis continuo o mazorca de granos aplanados, cuyas hileras re--
presentan a las espigas pistiladas. Potencialmente cada nudo pue
de llevar a una o més espigas sobre el pedlnculo; algunas veces -
las florecillas pistiladas pueden ser originadas sobre una inflo-
rescencia estaminada (6, 7, 13 y 14 ).
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Morfologfa floral.

El mafz es tfpicamente una planta monoica, con una inflorescencia
masculina o espiga que es terminal, situada en el dpice del tallo
e inflorescenciasfemeninas altamente compactadas ( mazorcas ) que
se originan en las ramificaciones de nudos. Estas inflorescen- -
cias en etapas iniciales de su desarrollo son bisexuales(6,15).

Durante la ontogenia de la planta ocurren procesos mds o menos se
cuenciales, como son:(produccién de fundamentos de hoja y yemas -
axilares, donde los entrenudos del tallo permanecen cortos. Pos-
teriormente existe una elongacién de los entrenudos del tallo, se
diferencia y desarrolla la espiga masculina y sus partes, mien- -
tras que las yemas axilares atraviesan sus distintos estadios de-
desarrollo; su maduraci6n total queda completa con la dehiscencia
de las anteras (6, 13 y 14 ).

Como anteriormente se menciond, los primeros estadios de desarrollo de ambas -
inflorescencias son similares, pero los estilos de las flores estaminadas y -

los estambres de las flores pistiladas usualmente permanecen rudimentarios(12

37).

En un concepto general; en el estado reproductivo se llevan a cabo una serie -
de modificaciones estructurales que comprende la mayorfa de los procesos inte
rrelacionados de naturaleza quimica, fisiolégica y morfolégica, donde los dpi
ces floralesreemplazan a los vegetativos, existiendo de igual forma cambios -
histol6gicos. Todos estos cambios se inician antes de que se presenten sefia--
les de floraci6n, y que por otra aparte son de naturaleza irreversible (1,23).

Las modificaciones estructurales que ocurren en el meristemo durante la tran
sicién pueden ser reconocidas como: a) Modificacibn en el crecimiento del vés
tago, cuando las flores nacen en inflorescencias ramificadas laterales o axi-
lares, una produccidn acelerada de brotes axilares es una de las primeras in-
dicaciones de la floracién, b) Durante el crecimiento vegetativo el crecimien
to foliar se enfatiza, y c¢) Durante el estado reproductivo los .brotes axila--
res aparecen primero y crecen mis vigorosos que los primordios de bréicteas.



La seqgunda caracteristica que generalmente revela el
inicio del estado reproductivo en la elongacién de--
los entrenudos; esto particularmente en plantas don-
de el eje no se alarga durante el estado vegetativo-
como en muchos pastos. Por (Gltimo hay que hacer no-
tar que la induccidn floral no representa un cambio-
repentino en la condicién del védstago, ya que es un-
proceso con muchos cambios intermedios donde se alte

ran morfolbégicamente otras partes de la planta, in--

cluyendosu fisiologfa (6, 11 ).

2.1.1. Inflorescencias masculina: Diferenciaci6n y desarrollo.
Normalmente cuando la planta tiene de 8 a 10 yemas -
liguladas el vdstago de la espiga y de la mazorca --
han comenzado a formarse ( 6 ). El desarrollo de la
inflorescencia masculina se inicia con el crecimien-

to del eje central de la espiga.

Posteriormente entra en una etapa de transici6n don-
de se inicia el desarrollo de los primordios de rami
ficaciones. La diferenciaci6n de la espiga general-
mente ocurre en sucesién acrbpeta, en donde los pri-

mordios basales se inician primero y los apicales al dl-
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timo. Los primordios de la espiga se forman también en una sucesién
acrbpeta, hasta llegar al &pice del eje principal de la inflorescencia
masculina. Cada espiga posee dos espiguillas que por divisitn desi--
gual origina una espiguilla pedicelada (la superior ) y otra sésil - -
( la inferior). Estas se arreglan en pares y en dos o mds hileras en-
el eje principal de las ramificaciones. Cada espiguilla tiene dos --
flores hermafroditas, una superior y otra inferior, el gineceo en ambas
flores degenera en su desarrollo, convirtiendose en flor imperfecta - -
(6, 9, 13 y 14).

Inflorescencia femenina: Diferenciaci6n y desarrollo.

Las yemas axilares se desarrollan en una sucesidén acrépeta, durante los

estadios tempranos son sucesivamente mayores, desde el dpice hacia la -

base del tallo. Posteriormente cuando las espigas comienzan a desarro

llarse en el orden basipeto el tamafio cambia, de tal forma que la yema-

superior es la més grande y las yemas se van haciendo mds pequefias hacia
la base del tallo de la planta. La yema superior o las tres primeras
yemas toman ese orden de prioridad en su desarrollo, inhibiéndose el de-
sarrollo de las demds yemas inferiores, degenerando éstas o bien forman-
do rafces abventicias en las mis cercanas al suelo. Cada una de las ye
mas estd encerrada por un profilo que puede ser entero o dividido (6,9,-
13 y 14). En primer término ocurre una elongacién del &pice de la ye-
ma axilar, después aparecen proyecciones laterales sobre el eje central-
gue son los primordios de la espiga, de estas proyecciones o primordios-
se van a originar los primordios de las espiguillas, que se forman en pa
res por una divisién desigual, comenzando a diferenciarse primero la por
ci6n de mayor tamafio; posteriormente se forman las glumas que pueden ver
se como crestas transversales. Las partes reproductivas que se diferen
cian primero son los primordios de los estambres, que posteriormente per
manecen rudimentarios. El pistilo se desarrolla a partir del &pice de -
la yema floral ubicada entre los primordios de los estambres comenzando-
con el desarrollo de una cresta, que es el carpelo del ovario y que en-
cierra parcialmente el extremo de la yema floral; las glumas encierran -
al ovario y los estilos se extienden a través de ellas, posteriormente -

10
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los estilos comienzan a bifurcarse, se inician los estigmas que aparecen
como primordios de vellocidad en la punta de los estilos, en la flora- -
cién femenina aparecen los estigmas fuera de las brdcteas ( Cuadro 1) -
(6,9, 11, 13y 15 ).

Cultivo In vitro de tejidos vegetales.

./1/ En México existe la necesidad de incrementar la producci6n de alimento -

/

para el bienestar de sus habitantes, asi como de todo el mundo, por lo -
que el estudio e investigaci6n de especies vegetales alimenticias bajo -
condiciones ambientales determinadas constituye una posible solucibn a -
este problema. El término cultivo de tejidos vegetales, se refiere al-
cultivo in vitro de células, tejidos y érganos ( 20). Siendo una rama
importante de la biotecnologia se ha visto que se pueden obtener grandes
beneficios a corto, mediano y largo plazo con aplicaciones en la agricul
tura, la industria y la farmacologia, asf como en otras &reas (16, 17 y
27).

Hasta hace 20 afos se le consideraba como un campo muy especializado de-
la botdnica. En la agricultura su impacto se inicié con los trabajos -
de Morel en 1960, al utilizar como explantes los vdstagos apicales como
medio para la clonacién de orquideas; la explotacién inmediata y satis--
factoria de las experiencias de Morel sugirié su utilizacién comercial -
con los orquide6logos, ocasionando también que se exploraran en otras --
especies ornamentales y de cultivo con miras a la produccién de granos -
(4, 30 y 38).

Se ha visto ademds que las técnicas del cultivo de tejidos vegetales - -
amén de contribuir a la agricultura e industria, son también una herra--
mienta Gtil para realizar estudios bioquimicos, fisiolégicos, anatbmicos

etc., ya que permiten un mayor control de las condiciones experimentales.

( 17).

g fundamento se encuentra en el hecho de que toda célula vegetal somdti
€a, cualquiera que sea su especializacién, desde el momento en que esté-
viva posee un nlcleo que es capaz de reproducir las caracteristicas de -
la planta de la cual proviene. A esta capacidad de la célula se le ha-

1"



Cuadro 1 : ETAPAS DESARROLLO DE LAS INFLORESCENCIAS FEMENINAS DE MAIZ Y
SUS CLAVES SEGUN LA ESCALA DE V. A. GONZALEZ H.
( ADAPTADO DE ROCHA A. 1980 ).

ETAPA NHL ABREVIATURAS DESCRIPCION

5-6 Yv. Yema vegetativa

2 6-8 IFF. Iniciacién floral femenina (Transfor--
macién de yema vegetavita en reproduc-
tiva).

3 8-10 IPE. Iniciacién de Primordios de Espiguillas
en la base del elote.

4 10-12 1(F+G) Iniciaci6n de pares de hileras de fl6s-
culos en la base del elote y primordios
de glumas.

5 13 IA. Iniciaci6n de anteras. ( estambres).

6 14 IPIS. Iniciaci6n de pisitlos (Carpelos del --

' Ovario).

7 15-16 IEST. Iniciacién de estfilos.

8 17 IBIFE. Iniciacibn de bifurcacién de estilos.

9 18 1EGM. Iniciacién de estigmas (primordios de -

vellosidad en la punta de los estilos.)

10 18-19 IFLOR Inicia la floraci6n femenina {aparecen-
los estigmas fuera de las bracteas).

NHL : NUMERO DE HOJAS LIGULADAS.



3.1

3.1.1.

denominado totipotencia y es debido a &sto que el cultivo in vitro tiene
tal extensi6n y se puede decir que hasta su poder 40 ).

Las técnicas de cultivo in vitro ademds de controlar lo mejor posible --
los factores del medio, deben permitir la solucién de un cierto nimero -
de dificultades: a) Mantener al explante con vida, b) Si éste representa
una estructura organizada ( meristemo, dpice o yema ) deben permitirle-
tener un crecimiento normal y c) Si el explante lo constituyen células -
diferenciadas debe inducir un programa de divisiones celulares. Este --
problema se ha resuelto en forma parcial gracias a la identificacibn de-
reguladores de crecimiento vegetal end6genos y sintéticos ( 40 ).

Cultivo de meristemos apicales.

Dentro de la diversidad de cultivos in vitro, el cultivo de meristemos -
apicales se ubica dentro de la categorfa del cultivo de 6érganos, empledn
dose principalmente en estudios morfogenéticos, como son la iniciaci6én -
de hojas e induccién floral; sus aplicaciones directas se utilizan en la
agricultura ( 38 ).

Cultivo de yemas axilares de mafz.

El maiz y el frijol son parte importante en la dieta de los mexicanos, -
situaci6n que justifica el llevar a cabo estudios para conocer mejor la-
forma de aumentar la produccién de estos cultivos alimenticios.

En la planta de mafz existe un gran potencial para elevar el rendimiento
de grano. En su tallo se ha visto que las yemas axilares en
todos los nudos son capaces de transformarse en inflorescen
cias femeninas o mazorcas, de 5 a 9 yemas aproximadamente --
( 13 ) y de 6 a 7 mazorcas por planta ( 37 ).

Se menciona que éste ndmero de mazorcas puede iniciarse durante la



formacién de las espiguillas, sin embargo muchas de las mazorcas que --
éstan por debajo de la tercera, del &pice hacia la base, cesan en su -
crecimiento y desarrollo en muchos de los hibridos comerciales (37).

Se ha visto que esto sucede principalmente al momento de la emergen----
cia de los estilos, los cuales se desarrollan en la mazorca o mazor----
cas superiores, pudiendo ser éstas la primera o las dos primeras depen-
diendo de si son tipos prolificos o no, asf como de si sus estilos pue_
dan tener el suficiente desarrollo como para ser polinizados y produ---
cir grano (6, 18, 21, 24 y 41 ).

No obstante aunque muchas de estas yemas inicialmente vegetativas lle--

gan a transformarse en reproductivas, su crecimiento y desarrollo es --

incompleto y por tanto improductivas ( 18, 39). Es por esto que el maiz
.resulta una planta ideal para estudiar el desarrollo de cada clase de-

flor por separado(14). Su cultivo in vitro es indispensable para el es-

tudio de los factores que regulan el desarrollo floral, sin la influen-

cia de la porci6n vegetativa de la planta (23).

Potencialmente esta técnica permite la promoci6n del crecimiento y desa
rrollo normal del explante investigando los requerimientos nutriciona--
les y el papel de los reguladores del crecimiento especificos que serfa
imposible in situ (18, 22).

El cultivo de inflorescencias, en este caso de inflorescencias femeni--
nas de mafz , puede proveer de sefialamientos y aclaraciones de facto--

res que normalmente estdn involucrados en la diferenciaci6n de las flo-
res (5).

Los trabajos cientificos que estdn relacionados con el estudio del mafz
y en particular sobre el fenémeno de la transformacién de yemas vegeta-
tivas en reproductivas, en un inicio han sido de tipo descriptivo y han
servido de gufa para nuevas investigaciones (23).

El sitema de vdstagos en los cereales, es un claro ejemplo de dominaci6n
apical. En cada uno de éstos el transporte polar basfpeto de auxinas--
ha estado implicado como el principal factor de la dominancia apical,--
por lo que se mantiene una inhibicién correlativa y se establece una -
severa jerarquia en los vdstagos de los cereales. Esto parece ser por-
el suplemento finito de otras hormonas como: Citocininas, giberelinas-
y auxinas, que realizan la inhibicién o promocién por parte del vista-
go principal. Esto hace pensar que el balance hormonal es critico en
el patr6n de dominancia apical de los vastagos(41).



Los estudios fisiolégicos, especialmente los relacionados con regulado-
res del crecimiento, han aportado evidencias de que éstos parecen con--
trolar el namero de mazorcas por tallo. Sin embargo se ha observado ba
jo condiciones experimentales que la aborci6n de las mazorcas secunda--
rias y terciarias es debido principalmente al retraso en la emergencia-
de los estigmas en estas mazorcas en relacién con la mazorca principal,
y que el proceso de aborci6n es irreversible a los pocos dias de la fe-
cundacién (21).

El carédcter de prolificidad es un comportamiento regulado bajo un con--
trol genético que es posible manejarlo experimentalmente mediante labo-
res culturales, como son la dbsis de fertilizacién (aplicando fertili-
zante nitrogenado a genotipos semiprolificos se logra una mayor sincro-
nizacion en la floracién de la primera y segunda mazorcas), de manera-
que se producen dos mazorcas al momento de la cosecha (21, 24 ).

Asf mismo se hace mencidn de que el cese en el crecimiento de las mazor
cas durante el perib6do de floraci6n puede ser causado por bajas canti-
dades de irradiaci6én interceptada por la planta. Otra explicaci6n al
ternativa sugiere que la aborcidn de las mazorcas puede resultar de --
una fertilizacibén incompleta, alta densidad de plantas en el cultivo y
estrés hidrico. También se sugiere, en otro trabajo, que la aborcibn--
de las mazorcas estd relacionada con una competencia intra-planta por
los fotosintatos durante el perifédo de floraci6n, ocurriendo dicha com-
petencia entre los vdstagos de las mazorcas, espiga, tallo y rafces du-
rante el proceso de la floracién (37).

Por otro lado, en el maiz el cese en el desarrollo de la mazorca secun
daria ha ocurrido a pesar de la sincronizacién con el desarrollo de la
mazorca superior (37).

Existen una serie de estudios experimentales que sugieren que cuando me
nos en algunas plantas la giberelina AG3 estimula la floracién y que -
en otras especies se requiere de alguna otra hormona adicional (7).

Desde la aparicién de los reguladores del crecimiento, &stos han jugado
un papel coordinador en la produccién a gran escala de cereales, ya que
se ha visto que incrementan el n(mero de granos por plantas o unidad de
&rea disponible para el llenado y maduracién del grano (41).
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Al probar el efecto de las citocininas en el desarrollo normal de espi-
gas masculinas de mafz, fue posible observar que a una concentraci6n de
10'g a 10'8 M de BAP, se inducfa al mdximo de espigas normales. Tam-
bién fue posible ver que a concentraciones suprabptimas las citocininas
indujeron anormalidades en las espiguillas, un nlmero de espiguillas --
alargadas mostraron sefiales de proliferaci6n meristemética, las brécteas
se expandieron en su tamafio y fueron mds numerosas que lo normal. Fre-
cuentemente las paleas se alargaron semejando estilos y ocasionalmente-
numerosos apéndices, similares a estilos, también se alargaron ( 23 ).

Al estudiar la reversi6n sexual de la espiga masculina de maiz por me--
dio de substancias giberélicas, se encontré que estas estdn fuertemente
involucradas en el control de la sexualidad del mafz, sugiriendo que altos-
niveles de AG particularmente los de naturaleza no polar, favorecen la-
femenizacién mientras que bajos niveles la masculinizacién ( 12, 13 ).

Otros investigadores encontraron que la zeatina y la 6-Benciladenina --
favorecen el desarrollo del pistilo ( 23 ). De la misma forma se obser
v6 en otra serie de experimentos, que el desarrollo de los vdstagos axi
lares de mafz in vitro se veia favorecido con la adicifén de auxina a --
3 mgL'1. ésta Gltima podia ser AIA o AIB, A pesar de que la BAP y la -
zeatina fallaron en la promocién del desarrollo de vastagos axilares, -
se observaron algunas respuestas interesantes de los explantes; como --
por ejemplo, en éste tipo de medio s6lo se iniciaron 1 6 2 brotes, no -
hubo elongacidn adicional, pero si proliferaci6n de diminutos vastagos-
secundarios o terciarios, los que fueron examinados al microscopio e in
terpretados como diminutas inflorescencias femeninas, la concentraci6n-
de la BAP y de la zeatina fue la misma que la empleada para las auxinas
(26 ). En otro experimento realizado en 1978, ahora en Nigella da mascena
se midié la sensibilidad diferencial a reguladores del crecimiento vege
tal en el cultivo de brotes florales dobles o sencillos. Estos resulta
dos indican que es ampliamente aceptado que los reguladores del creci--
miento estén involucrados en la iniciacién, crecimiento y desarrollo --
floral. Tres aproximaciones pueden mencionarse: a) Los reguladores del
crecimiento suplementados a los meristemos por aplicaciones externas o-
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por el cultivo in vitro de meristemos; b) Estimacién del contenido end6-
geno de los reguladores del crecimiento en los meristemos del mismo esta
do de desarrollo, y c¢) El andlisis de meristemos en diferentes estados--
de desarrollo. En la especie donde la flor doble y la flor sencilla --
estén reguladas genéticamente y donde la expresién doble es recesiva, --
se observd que las flores sencillas crecieron bien en un medio que care-
cfa de hormonas, mientras que las dobles requirieron citocininas y AG3
para el desarrollo completo de los 6rganos. La iniciacién de los estam
bres y nectarios en las flores sencillas fueron severa y selectfvamente-
inhibidos por la adiciftn de AG3 al medio o en combinacién con AIA o K.

En comparaci6n, las flores dobles requirieron AG3 o K como suplementos
para la iniciaci6n y crecimiento de los 6rganos (25).

En 1968, se llevé a cabo un experimento con la finalidad de definir un -
medio nutritivo con el objeto de investigar los efectos de la glicerina-
en los minerales del medio de White (1943); se determin6 que la naturale
za de las substancias escenciales para la iniciacién del carpelo son adn
desconocidas, proponiendo que puede ser uan fuente de nitrdgeno orgénico
dcidos nucleicos u hormonas desconocidas, asf como también del factor --
edad del brote floral (2).

En esta misma especie, pero en 1972, se encontrd que la cinetina no favo-
rece la formacién de los frganos florales, mientras que en un medio con -
A63 los sépalos, pétalos y carpelo se diferenciaron y los estambres abor
taron (3).

En otro trabajo experimental se determiné que la glutamina es la mejor --
fuente de nitrbgeno para el cultivo de yemas axilares de trigo; as{ mismo
se vi6 que todas las otras fuentes de nitrégeno, como el nitrato de amo--
nio, nitrato de potasio o cloruro de amonio resultaron pobres parala acu
mulaci6n de materia seca, y esta reduccién fue més severa con el incremen
to de amonio en el medio (32,33).

En otro trabajo de regulacién sexual, ahora en cafiamo y espinaca, se ob--
servd que la regularizacién por las fitohormonas es efectiva s6lo en esta
dos iniciales de desarrollo; asf mismo se determind que el A53 favorecia-



la masculinizaci6n y que la BAP y AIA la feminizacién {8}.’

Por otro lado la asociacibn de prolificidad en mafiz con altas produc-
ciones a gran escala, asi como gran tolerancia a altas densidades de-
cultivo, ha estimulado el interés por conocer los mecanismos genéticos
y fisiolégicos que regulan el nGmero de mazorcas. Hay evidencias que-
indican que la inhibici6n de las yemas basales es debido a la dominan-
cia apical; sin embargo hay otras opiniones que atribuyen esta dominan-
cia a factores nutricionales y hormonales en la naturaleza, siendo posi
ble llegar a una conclusi6n general, en la que se piensa que la dominan
cia de los véstagos de marzorca puede ser atribuida a la competencia --
por las substancias promotoras del crecimiento y por nutrientes (34).

Actualmente se ha desarrollado un "Modelo de Control Multifactorial de
la Floraci6n" en donde se propone que varios factores la promueven o in
hiben, y que estdn involucrados en el control de la iniciacién de la --
floracidn; se piensa que esto sucede s6lo cuando todos los factores es-
tan presentes en el dpice en apropiadas concentraciones y en el momento
adecuado. Mientras que los fotosintatos y los reguladores del creci--
miento vegetal pueden estar ausentes o presentes en cantidades infra o
suprabptimas, por lo que cada uno de los factores puede no actuar nece-
sariamente en la misma direccitn en todas las plantas; la variaci6n ge-
nética también puede estar presente en las condiciones de cultivo. De
esta manera se ha visto que las citocininas exfgenas causan la promo--
cién o inhibicién en la iniciacién de las flores y su efecto general--
mente depende de la ausencia o presencia de otros reguladores del cre-
cimiento; estas hormonas son también un requerimiento para la floraci6n
en muchos sistemas in vitro.

Las giberelinas han sido el grupo de hormonas mds estudiadas, ya que -
pueden promover la floracién en muchas plantas de dia largo o con re-
querimientos de frfo; aunque participan draméticamente en la elongacién
de los entrenudos, su participacién en la iniciacién de la floraci6n -
es aln controvertida. Las auxinas se han relacionado con: a) La inhibi
cibn o promocion de la iniciacién floral en plantas de dfa corto o lar
go; b) La inhibici6n supera a la promocifn; en estudios recientes se ha
visto que a bajas concentraciones las auxinas son promotoras y a altas-
dosis son inhibidoras.
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La inhibicién por altas dosis puede estar relacionado por el aumento de
inhibidores por la biosintesis del etileno (1).

Estudios in vitro han confirmado que las auxinas son simplemente opues-
tas a la floraci6n, su presencia en una cierta concentracién es requerf
da sf las flores son formadas por varios tipos de explantes.

Las observaciones tienden a implicar a las auxinas en la transicién flo
ral y aparentemente altos niveles la inhiben, pero los bajos niveles -
pueden ser igualmente limitantes (1). Existen otros factores involucra
dos en la floracién de las plantas, tales como: a) Fotoperfodo, implica
do en la formacién de yemas vegetativas y su cambio a reproductivas, --
siempre ha despertado interés y se piensa que puede deberse al desenca-
denamiento de un estimulo quimico que es translocado hacia el &pice - -
donde la floraci6n es inducida; b) Temperatura, se piensa que es mis --
importante la de la noche que la del dfa; c) La dominancia apical, es
te factor est& mas involucrado con la posicién de las yemas que con el-
ambiente, se cree que es debida al efecto de las auxinas producidas por
la yema apical y se ha visto que en muchas especies vegetales, las ye--
mas laterales en su mayoria permanecen sin desarrollarse mientras que-
la yema terminal esté presente (7, 31).
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II1. MATERIALES Y METODOS.

Material biol6gico.

Esta investigaci6n se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologfa -
del Centro de Genética del Colegio de Postgraduados, empledndose inflo-
rescencias femeninas de mafz (Zea mays L.), del genotipo CP-86 344 # to
madas de una linea del programa de Arquetipos de Maiz del Area de Fi- -
siotecnia Vegetal del mismo Centro.

Etapa de invernadero.

En un invernadero de polietileno se hicieron siembras peri6dicas de --

mafz, cada 15 dias, en 35 macetas con suelo y dos plantas en cada una,

regandolas 2 6 3 veces por semana con agua o solucién nutritiva comple-
ta y deshierbando cada vez que fue necesario. Durante el crecimiento-

se marcaron con pintura de aceite a la 5a. y 10a. hojas liguladas con -
el fin de obtener un indicador externo del estado de desarrollo en el -
que se encontraban las inflorescencias femeninas y poder decidir el mo-
mento 'de su siembra in vitro (Cuadro 1, Figura 1).

Las plantas utilizadas para obtencién de explantes tuvieron de 8 a 19
hojas liguladas, por lo que se estudiaron diferentes etapas de desarro
llo y tamafios de inflorescencias, en las que se probaron en primer -
lugar sus respuestas a tres estados fisicos del medio de cultivo: Séli-
do, liquido con soporte de papel filtro y liquido sin soporte, asi co-
mo diferentes tratamientos hormonales.

Previo a la siembra in vitro se muestrearon las plantas de invernade- -
ro, tomando de 2 a 3 plantas representativas para evaluar en ellas el- -
grado de vigor,la sanidad y el acame. Con la ayuda de un estereomicros
copio se disecaron por completo las inflorescencias femeninas y se de--
termin6é su etapa de desarrollo, para tratar de predecir la fecha de la-
siembra in vitro, tomando en cuenta que en 4 6 5 dias cambiaban de una
etapa de desarrollo a otra, segin la escala de Victor A. Gonzdlez H.
(comunicacién personal), como se muestra en el Cuadro 1.
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4.1

Etapa de laboratorio.

Medio de cultivo.

El medio b&sico empleado fue el de Murashige y Skoog (1962) denominado
MS, constituido por sales inorgdnicas y complementado con dcido indol-
3-acético ( AIA ) en dosis de ( 0.01 a 0.125 mgL'1}, 6-Bencilaminopuri
na ( BAP ) de ( 1.0 a 6.25 mgL™") y &cido giberélico ( AGy) de ( 0.5 a
1.25 mgL™").

Durante la fase experimental se manejaron tres condiciones fisicas del
medio de cultivo, siendo estas: S6lido, liquido con soporte de papel -
filtro y liquido sin soporte ( Figura 2 ). El procedimiento general -
para la preparaci6n del medio de cultivo fue el siguiente: Se mezcla-
ron las soluciones madre inorgdnicas del medio MS y las orgdnicas en -
un vaso de precipitado contendiendo agua deionizada y sacarosa; poste-
riormente se adicionaron las hormonas segln el experimento a desarro--
llar, se aforaron a la cantidad requerida y se procedi6 a ajustar el -
pH. a5.8 con HCIN 6 NaOHIN; finalmente a los medios sélidos se les ---
agregd el agar. Posteriormente se licud y se sirvieron 10 ml de medio
de cultivo en frascos de vidrio de 35 x 55 mm. La esterilizacién del-
medio fue en autoclave vertical a 15 lB!pulg2 de presi6n durante 20--
minutos a 1202 C.

Etapas experimentales

Influencia en la condicién fisica del medio de cultivo en el crecimien
to y desarrollo in vitro de inflorescencias femeninas de maiz ( experi
mentos 1y 2 ).

De plantas de mafz con 9 a 14 hojas liguladas, se disecaron las tres--
primeras posiciones en sentido apical-basal para el Experimento 1 y pa
ra el experimento 2 las dos primeras en el mismo sentido provenientes-
de plantas con 15 a 18 hojas liguladas. Estas inflorescencias se sem-
braron asépticamente en las diferentes condiciones fisicas del medio de

23



Medio

Figura 2.

Condiciones fisicas del medio de cultivo: S6lido (S); Liquido con soporte (Lc/s); y
Liquido sin soporte (L s/s). Se sirvieron 10 ml. de medio, depositando el explante
dentro del medio, con o sin tallo y con o sin bricteas, dependiendo del experimento

en cuestidn.

ve
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cultivo (Figura 2).

Para el proceso de diseccién de los explantes, las plantas del inverna-
dero fueron retiradas de las macetas dejando 5 para su utilizaci6n al -
final del experimento ( comparacién in vivo): posteriormente fueron lle
vadas al laboratorio donde se separaron por grupos, dependiendo del n(-
mero de hojas liguladas que posefan (Figura 1).

Después en recipientes con agua se mantuvieron las plantas completas y-
con un cuchillo se cortaron las raices y hojas a cada planta. Con un -
bisturi y a mano se eliminaron las hojas hasta dejar descubiertas las -
inflorescencias femeninas de las posiciones anteriormente indicadas (Fi
gura 1: F, G ).

4.1.1. Experimento 1.

Los explantes se dejaron con la totalidad de las brécteas; a un grupo -
de estas inflorescencias femeninas se les hizo con el bisturf una inci-
sion en el tallo en forma de "V" y al resto de las inflorescencias se -
les corté junto con un centimetro del tallo, también en "V" al final de
éste,

4.1.2.Experimento 2.

A los explantes s6lo se les dejaron las bracteas de menor tamafo, y se-
separaron del tallo mediante un corte con bisturi de 5 mm., y haciendo-
un corte en "V" al final de éste.

Una vez extraidos los explantes, se les denosité en vasos de precipita-
dos de 500 ml., con agua deionizada, agrupéndolos segin el namero de ho-
ias liguladas y posici6n, manteniendolos asf hasta el momento de su --
siembra in vitro. Ya en la cdmara de siembra ( Figura 3 ), las inflo-
rescencias fueron colocadas en frascos esterilizados con agua destilada
esteril conforme su procedencia.

Para la desinfecci6n de los explantes, se les mantuvo en etanol al 70%
por 2 minutos { v/v ), 15 minutos en hipoclorito de calcio ( p/v ) al-
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3% con una gota de Tween 20 por cada 100 ml., finalmente se les di6
tres enjuagues con agua destilada estéril.

Se aplicaron 9 tratamientos hormonales de BA-AIA en un intervalo de
(0.1 a 5.0 mgL'1] para cada condici6én fisica del medio de cultivo--
( Cuadro 2).

Cuadro 2: Tratamientos hormonales utilizados en la siembra in vitro-
de inflorescencias femeninas de maiz (Experimentos 1 y 2).

Experimento Hormonas {mgL'1} No. de Repeticiones
BA AIA
0 0
1 0
5 0
0 0.1
1 1 0l 8 Por condici6n fisica
y posicién.
5 0.1
0 5
1 5
5 5
0 0
1 0
5 0
2 0 0.1 6 Por condicién fisica
y posicién.
0 5

En el experimento 1 se sembraron inflorescencias de las tres primeras -
posiciones con un total de 648 frascos con 8 repeticiones por tratamien

to. En el experimento 2 el ndmero de frascos sembrados fue de 144 con 6
repeticiones por tratamiento.
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En el proceso de la siembra, las inflorescencias femeninas desinfec-
tadas se sacaron de los frascos estériles agrupéndolas en 4, colo--
candolas dentro de una caja de petri estéril que es su parte infe- -
rior tenfa pegada una escala de 40mm de papel milimétrico, con la --
que se midieron. Con pinzas curvas se tomaron las inflorescencias--

sin porci6n de tallo, e inflorescencias con 10 mm de tallo.

Todas ellas se sembraron en los tres estados fisicos del medio de --
cultivo y en cada uno de los 9 tratamientos por cada condici6n fisi-
ca y tratamiento hormonal y para cada grupo de hojas liguladas y po-
sici6n de los explantes. Esto se hizo con la finalidad de que todos
los medios tuvieran la misma oportunidad de ser usados y cada explan
te pudiera ser comparado.

En el estado liquido con soporte de papel filtro se utiliz6 papel --
Wattmann de los nameros 1, 5, 40 y 50, as{ como papel filtro grueso-
en pliego el que finalmente fue elgido para seguirse utilizando en -
el resto de la fase experimental.

En el medio s6lido se introdujo aproximadamente 2 mm del tejido. En
estos experimentos no se determind la etapa de desarrollo al momento
de la siembra in vitro.

Las evaluaciones in vitro fueron cualitativas y cuantitativas a los
20, 30 y 40 dfas. Las cualitativas consistieron en determinar el --
porcentaje de oxidacién , color de los explantes y forma de los mis-
mos.

Las evaluaciones cuantitativas consistieron en determinar la etapa -

de desarrollo de las inflorescencias y crecimiento expresado como -

Tasa de Crecimiento Diario (um/dfa). Estas evaluaciones se hicie--

ron en condiciones no estériles con la ayuda de un bisturf y un este

reomicroscopio, mientras que las evaluaciones cualitativas se hicie-

ron por apreciacién directa de los explantes en condiciones asépticas
(Figura 4).
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Figura 4.

Equipo utilizado para la siembra.
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4.2.

Crecimiento y desarrollo de inflorescencias femeninas de mafz en di-
ferentes niveles hormonales, sembrados en medio s6lido y liquido con
soporte de papel filtro ( Experimento 3 ).

Se emplearon plantas con 15 a 16 hojas liguladas y se disecaron las-
dos primeras inflorescencias femeninas en sentido apical-basal ( Fi-
gura 16 ). En este caso las plantas del invernadero se retiraron de
jando tres plantas para la comparaci6n in vitro en cada muestreo; --
posteriormente se llevaron al laboratorio donde se contaron y corta-
ron las hojas (tomando en cuenta la 5a. y la 10a. hojas liguladas --
previamente marcadas). Los explantes se obtuvieron con la ayuda de-
un cuchillo, cortando la regi6n plana del tallo por ambos lados para
dejar descubiertas a las inflorescencias; el resto de hojas se quitd
a mano y con bisturf. Los explantes se cortaron sin porcién de ta--
llo, separéndolos de la misma manera que en los anteriores experimen
tos.

La desinfecci6n de los explantes en este experimento se hizo en eta-
nol al 70% durante 2 minutos ( v/v ) 15 minutos en hipoclorito de --
calcio al 3% ( p/v ) con una gota de Tween 80 por cada 100 ml; final
mente se les dieron tres enjuagues con agua destilada estéril.

Las inflorescencias se sembraron en el medio MS con 15 combinaciones
hormonales de BA-AIA-AG3, en una concentracién de ( 0.1 a 6.25 mgL'1}
para cada estado fisico del medio de cultivo ( Cuadro 3 ). En to--
tal se sembraron 382 frascos; 271 en medio s6lido y 111 en estado 1f
quido con soporte, teniendo 10 y 4 repeticiones respectivamente.
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CUADRO 3: Tratamientos hormonales utilizados en la siembra in vitro
de inflorescencias femeninas de mafz ( Experimento 3).

HORMONAS  ( mgL™ ") HORMONAS mgL™ ")

BA ATA AGy BA AIA AG,
0 0 0 6.25 0.125 0

1 0 0 0 0.1 f
1.25 0 0 0 0.125 1.25
0 0.1 0 1.25 0 1.25
0 0.125 0 5 0 1

0 0 1 6.25 0 1.25
0 0 1.25 1 0.2 1

5 0.1 0

En este experimento el proceso de siembra se diferencié de los dos ante-
riores en que se emple6 papel absorbente en las cajas de petri, que sir-
vi6 para quitar el exceso de agua en condiciones estériles. Después, --
las inflorescencias se pasaron a la caja de petri con la escala de 40 mm
de papel milimétrico. Al momento de la siembra un grupo de explantes --
posefan Gnicamente las bré&cteas de menor tamafio y una porcién de tallo--
menor de 5 mm; el resto de los explantes sin tallo ni brécteas, pudieron
asf reconocerse la etapa de desarrollo al momento de la siembra. El res
to de la siembra fue similar a la de los experimentos anteriores.

Las evaluaciones cuantitativas in vitro se hicieron a los 0, 10, 20 y
30 dfas. Las evaluaciones cuantitativas in vitro se hicieron a los 5,
10, 20 y 30 dias.
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Siembra de las dos primeras posiciones en sentido apical-basal de inflo-
rescencias femeninas de mafz sin brécteas, determinando el estado inicial
de desarrollo en medio sélido y liquido con soporte de papel filtro.

( Experimentos 4a y 4B ).

Se emplearon plantas con 9 a 10 hojas liguladas y se disecaron las dos -
primeras inflorescencias femeninas de mafz en sentido apical-basal, sem-
bradas posteriormente en condiciones estériles.

El procedimiento para obtener los explantes fue similar al del experimen
to 3 (Figura 1D); igualmente se dejaron tres plantas en el invernadero-
por dia de muestreo para tener la comparaci6n in vivo. Las inflorescen-
cias s mantuvieron en forma similar al experimento anterior (Figura 3).

La desinfeccién de los explantes en este experimento se hizo con etanol
al 70% (v/v) durante 2 minutos, hipoclorito de sodio ( Cloralex ) al --
50% (v/v) por 15 minutos con una gota de Triton por cada 100 ml., al --
término de éste proceso se dieron tres enjuagues con agua destilada es-
téril permaneciendo asf hasta el momento de la siembra.

Las inflorescencias fueron colocadas en el medio MS con 8 combinaciones
hormonales de BA-AIA-AG3en un intervalo de (0.1 a 2.5 mgL"1} ( Cuadro-
4 ). Para los dos estados fisicos se sembr6 un total de 63 frascos:
574 para el estado s6lido y 60 para el lfquido con soporte.
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CUADRO 4 : Tratamientos hormonales utilizados en la siembra in vitro
de inflorescencias femeninas de maiz (Experimentos 4a y 4B).

EXPERIMENTO HORMONAS  (mgL™") NUMERO DE REPETICIONES
BA AIA AG, S * Lcs.**
0 0 0 a5
0 0 0.5 18
2.5. 0 0 29
da, 0 0.01  0.01 18
2.5 0.01  0.05 34
2.5 0 0.5 34
0 0.1 0.5 - a5
52 0 0.5 ¥
0 0 0 10 10
4b. 2.5 0 0 10 10
0 0.01 0.5 10 10

El proceso de siembra de las inflorescencias en este experimento vari6 s6lo en los
siguientes puntos: a) Los frascos en los que se desinfectaron las inflorescencias
fueron tapados con gasas y ligas, después con la tapa del frasco se sell6 &ste con
la finalidad de que en cada cambio de soluciones no se perdieran explantes como --
habfa venido ocurriendo; b) Se continué con el papel absorbente en las cajas de --
petri; c) Con el bisturi se cortd la porcién de tallo, después con la punta de és-
te se cortaron las bricteas de la inflorescencia hasta desnudarla por completo (to
do esto se hizo bajo el estereomicroscopio en condiciones asépticas); y d) Los ex-
plantes se pasaron a una caja de petri con la escala de 40 mm., de papel milimétri
co, esta caja de petri tenfa una pelfcula de agua que impedia la deshidrataci6n de
los explantes antes de la siembra in vitro. La siembra se hizo similar a los expe
rimentos anteriores. Las evaluaciones se hicieron en dos formas: a) Evaluaciones-
cuantitativas y cualitativas a los 0, 10 y 20 dias para los explantes sembrados en
medio s6lido (Experimento 4a); b) Evaluaciones cuantitativas y cualitativas a los 0,
5, 10 y 20 dfas, sembrados en medio s6lido y liquido con soporte (Experimento 4B).

* Sblido ** | fquido con soporte.



4.4

34

Con base en los resultados de los experimentos anteriores, se eligieron-
las mejores combinaciones hormonales, asf como el estado fisico adecuado
que mejor favoreciera el crecimiento y desarrollo de los explantes - - -

in vitro para los subsiguientes experimentos.

Siembra de las dos primeras inflorescencias de maiz en sentido apical-ba
sal en las mejores combinaciones hormonales y estado fisico de cultivo.
Seguimiento de un grupo de explantes por subcultivo ( Experimento 5 ).

Se decidié tomar explantes de plantas con 8 a 11 hojas liguladas porque-
se observd que en estados mds tempranos del desarrollo era posible ver--
cambios morfol6gicos del desarrollo con mayor notoriedad.

En este experimento se disecaron las dos primeras inflorescencias en sen
tido apical-basal, las cuales se sembraron in vitro bajo condiciones es-
tériles en medio sélido.

El procedimiento para obtener las inflorescencias fue similar a los tres
experimentos anteriores, variando en la utilizaci6n del bisturf ( Figura
1 E ). Igualmente se dejaron tres plantas por dia de muestreo para la -
comparacién in vivo.

Los explantes fueron sembrados en el medio MS (1962) con las cuatro mejo
res combinaciones hormonales de BA-AIA-AG3 en un intervalo de ( 0.01 a
1 mgL") en el estado s6lido ( Cuadro 5 ).

CUADRO 5 : Tratamientos hormonales utilizados en la siembra in vitro
de inflorescencias femeninas de mafz en medio s6lido.
( Experimento 5 )

HORMONAS mgL-1) NUMERO DE REPETICIONES
BA AIA AG3
0 0 0 30
2l 0 0 39
0 0.01 0.5 16
0 0.1 1.0 18




Se sembrd un total de 234 frascos; el proceso de siembra fue igual al
hechoen los experimentos de 4a y 4b.

Las evaluaciones cualitativas y cuantitativas se efectuaren a los 5,10
15 y 20 dfas de cultivo, de las siguiente manera: a) Cada 5 dfas se di
secd un determinado nGmero de inflorescencias de cada tratamiento y po
sicién, examindndolas al microscopio estereoscépico para determinar la
longitud y etapa de desarrollo de los explantes ( Cuadro 1; Figura 5 )
asf como el porciento de oxidacidén, color y la forma de las mismas; --
b)Cada 5 dias se subcultivé un grupo de inflorescencias a medio fresco
de todos los tratamientos y de ambas posiciones en condiciones asépti-
cas y determindndose las mismas variables que en el inciso ( a ); ¢) -
Un grupo de inflorescencias fue evaluado cada 5 dias, tomando en cuen-
ta sélo las variables cualitativas.
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1 Yv. 4 I(F+G). 5 IA.

Figura 5.

Etapas de desarrollo de las inflorescencias femeninas de maiz tomadas de Bonnett (1983) y adaptadas a una
escala decimal por V.A. Gonzdlez H.: pr: proflo ; Yv.: Yema vegetativa: pe: primordios de espiguillas;
pf: primordios de flésculos; g: primordios de glumas; o: primordio de ovario ; an: primordios de anteras;
co: primordio del carpelo del ovario; c: carpelo; ce: canal del estilo; pe: primordio del setilo; e: esti

lo; p est: primordios de estigmas; est: estigmas; Fl: flésculo superior; F2: Flésculo inferior; b: brdcs
teas.
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Cultive in vitro de inflorescencias femeninas
de mafz (Zea mays, L.): Estudios preliminares

ninas de maiz.

Obtencién de las inflorescencias feme-
Figura 1.

/

Influencia de la condicién fisica del medio

de cultivo en el crecimiento y desarrollo -

in vitro de las inflorescencias femeninas -

de maiz.

® Plantas de 9-14 y 15-18 hojas liguladas

° Siembra de las tres y dos primeras posi--
ciones en sentido apical-basal

® Siembra en estado sélido, 1iquido con so
porte y liquido sin soporte

® Nueve concentraciones hormonales de o
BA-AIA de 0.1-5.0 mg/L con 8 y 6 repeti--
ciones por condicién fisica y posicidn
(Cuadro 2)

\

Crecimiento y desarrollo de inflores
cencias femeninas de maiz, sembradas
en medio sélido y 1iquido con sopor-
te

® Plantas con 15-16 h.1l.

° Siembra de las dos primeras posi--
ciones en sentido apical-basal
Siembra en estado sélido y liquido
con soporte

Quince combinaciones hormonales de
BA-AlA-AG, de 0.1-6.25 mg/L, con -
10 repetigiones para el medio séli
do y 4 para el medio |iquido con =
soporte (Cuadro 3),

Siembra de los jilotes con las --
bricteas de menor tamafio, el res-
to de los jilotes sin bracteas

o

/

0.01-2.5 mg/L (Cuadro 4)

Siembra de las dos primeras posiciones en sentido apical-basal de inflores-
cencias femeninas de maiz sin bricteas, determinando el estado inicial de -
desarrollo, en medio sélido y 1iquido con soporte.

® Plantas con 9-10 h.l. ; ° Siembra de las dos primeras posicones en senti-
do apical-basal ; MNueve combinaciones hormonales de BA-AlA-AG3 de 0.01-2.5
mg/L en la primera fase y tres combinaciones hormonales de BA-AIA-AGa_ de

cultivo.

Siembra de las dos primeras posiciones en sentido apical-basal de inflores-
cencias femeninas de mafz en las mejores combinaciones hormonales y estado-
fisico del medio de cultivo. Seguimiento de un grupo de explantes por sub-

® Plantas con 8-11 h.1. ; ° Siembra de las dos primeras posiciones en sen

tido apical-basal ; ° Estado fisico del medio de cultive ' sélide ' ;

® Cuatro combinaciones hormonales de BA-A|A-AG3 de 0.01-2.5 mg/L (Cuadro 5)

® Siembra de los jilotes sin bricteas, determinando la etapa de desarrollo
al momento de siembra; ° Seguimiento de cada uno de los explantes.

DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA EMPLEADA PARA EL CULTIVO
in vitro DE INFLORESCENCIAS FEMENINAS DE MAIZ.
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Iv. RESULTADOS.
Experimento 1.

Se hizo con la finalidad de evaluar la influencia de la condici6n fisica del
medio de cultivo en el crecimiento y desarrollo de inflorescencias femeninas
de maiz in vitro, obtenidas de plantas con 9 a 14 hojas liguladas. El prome
dio de las plantas fue en 12 y 13 hojas liguladas.

Oxidacién.

Se observ6 oxidacién de los explantes en los tres estados fisicos del medio-
de cultivo, asi como en las tres posiciones. El patrdn de oxidacidn fue he-
tereogéneo, haciendo dificil el establecer con claridad el o los tratamien--
tos donde ésta es minima.

En los estados fisicos lfquido con y sin soporte, la oxidacién se present6 -
desde los primeros 20 dias de cultivo, mientras que en el estado sélido ocu-
rrié después. No obstante esto Gltimo, los porcentajes promedio de oxida- -
ci6én indican que es en el estado liquido con soporte donde se registrd el me
nor porcentaje en las tres posiciones ( Cuadro 6: Figura 6 ). En cuanto a-
posicidn, los porcentajes promedio de oxidacién indican que no hubo diferen-
cias entre las posiciones 1, 2 y 3 ( Figura 7 ).

Aparentemente existe la tendencia a una menor oxidacidn en los tratamientos-
con 5 mgL'1 de AIA, con o sin BA; esto es, que hay una menor oxidacién al au
mentar la auxina en el medio, con porcentajes promedio de un 32 a 35 % ( Cua
dro 6 ).

Etapas de Desarrollo.

En cuanto al avance en el desarrollo floral, se observd que éste ocurrid aidn
cuando en muchos casos fue dificil precisarlo debido a que en todos los me--
dios se observaron deformaciones en los explantes, lo que dificultd el reco-
nocimiento de las etapas de desarrollo. La rapidez con que estas aparecieron
dependié del estado fisico del medio de cultivo y de la posicién del jilote.
Asi en el medio s6lido las anormalidades se conservaron practicamente - -
hasta los 30 dias después de la siembra in vitro para los explantes de posi



cién 1, para los de posicién 2 éstas se hicieron presentes entre los 25 y 30-
dias de cultivo in vitro, y desde los 20 dias en los de posicién 3. En el --
medio liquido con soporte las anormalidades se presentaron practicamente en--
las tres posiciones desde los primeros 20 dias de cultivo in vitro; sin em---
bargo, en las dos primeras posiciones los estados de desarrollo se podian re
conocer, lo mismo sucedié en el medio 1fquido con soporte (Cuadros 7,8 y 9 ).

Las anormalidades que con frecuencia se presentaron en el medio s6lido fue--
ron; formacién de callo y ensanchamiento, principalmente la base de los ex--
plantes, también deshidrataci6on de los primordios de espiguillas o flésculos
( Se observé con mayor frecuencia en los explantes sembrados con la totalidad
de sus brdcteas, creciendo éstas en lugar de tener algin cambio el jilote ).
En el liquido con soporte, se observaron las siguientes anormalidades; gene-
ralmente se arquearon los explantes, semejando en muchas ocasiones "ganchos"
en todo el 6rgano cultivado, a veces esto se hizo mas evidente en el dpice,-
también fue notoria la formaci6n de callo en la base del explante, as{ como-
posible deshidrataci6n de los primordios ( semejante al estado sélido ) o --
crecimiento de apendices semejando estilos ( posiblemente paleas ); en los -
primordios también se presentd la formacién de callo, lo que hizo imposible-
reconocer en los explantes etapas de desarrollo. En el liquido sin soporte-
los explantes generalmente tuvieron un alargamiento y arqueamiento muy acen-
tuado, al igual que en sus primordios; también se formd callo en la base de
los explantes y en primordios ( con cierta frecuencia ); los explantes pre--
sentaron una textura suave o completamente dura, anormalidad que sblo se pre
sent6 en éste estado fisico. Las porciones de tallo pronto se tornaron ne--
gras lo que posiblemente redujo el transporte de nutrientes del medio de cul
tivo al explante, esto se imputa a la deposicién de polifenoles y de produc-
tos de oxidacién ( Figuras 9, 10 y 11 ).

Se determinaron las Maximas Ganancias ( MG ) de desarrollo in vitro e in vivo,

donde en primer lugar se puede ver gue los explantes de tercera posicién tie
nen una respuesta muy pobre en condiciones experimentales, al igual que ----
in vivo.

Los explantes de segunda posici6n dieron ganancias en desarrollo mayores --
que en la primer posici6n; en ésta Gltima se aprecia que el cambio fue de 1-
a 1.5 etapas de desarrollo, en las tres condiciones fisicas de cultivo ( Cua
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Cuadro 6 : Porcentajes promedio de oxidacién en inflorescencias femeninas de mafz de la la., 2a., y 3a. posi--
cién en sentido apical-basal cultivadas en tres condiciones fisicas. Datos tomados entre los 20 y
40 dfas de la siembra in vitro.

Tratamientos PROMED
Bk = MO EDIO DE OXIDACION ( % )
'(mgL-l) POSICION 1 POSICION 2 POSICION 3
S Lcs Lss X S Lcs Lss X S Lcs Lss b4
0 0 40+ 10 70+ 15 37+ 19 49+ 14 50+ 15 63+ 15 42+ 12 52+ 15 47+ 3 34+ 4 50+ 3 50+
0 20+ 8 59+ 21 20+ 16 36+ 15 59+ 9 25+ 19 37+ 16 40+ 15 33+ 2 38+ 8 67+ 6 46+
5 0 45+ 16 56+ 8 63+ 21 55+ 15 60+ 4 34+ 11 67+ 7 54+ 7 54+ 6 38+ 3 55+ 8 49+
0 0.1 34+ 20 53+ 15 28+ 3 38+ 13 31+ 8 36+ 9 37+ 16 35+ 11 40+ 2 100+18 55+ 5 65+
0.1 61+18 0+ 9 83 7 48+ 11 60+ 7 6+ 3 48+ 2 38+ 4 41+ 11 33+ 3 70+ 9 48+
5 0.1 44+ 12 27+ 10 50+ 4 40+ 8 69+ 15 41+ 21 58+ 6 56+ 14 38+ 3 25+ 2 55+ 19 39+
0 5 42+ 8 21+ 5 28+ 6 30+ 9 59+ 21 19+ .9 40+ 4 39+ 3 28+ 8 25+ 5 28+ 2 27+
5 52410 25+ 7 - 39+ 8 25+ 8 6+ .7 37+ 7 23+ 4 33+ 3 28+ 8 33+ 11 31+
5 5 42+ 13 10+ 5 28+ 19 27+ 12 39+ 11 13+ 6 53+ 6 35+ 8 59+ 5 O+ 2 45+ O 35+
X 43+ 13 36+ 11 40+ 12 40+ 11 50+ 11 27+ 27 47+ 8 41+ 10 41+ 47 36+ 6 51+ 8 43+

S: S6lido ; Les: Liquido con soporte ; Lss: Lfquido sin soporte.
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posicliones cultivodos en medio sdiido.



Cuadro 7: Etapas de desarrollo de las inflorescencias femeninas de mafz sembradas in vitro en medio s61ido, de las tres
primeras posiciones en sentido apical-basal. Datos tomados entre 20 y 40 dias de siembra

Tratamiento
BA AIA ETAPA DE DESARROLLO
R S U U
POSICON 1 POSICION 2 POSICION 3

_____________ DIAS ... __..._..DIAS________ o bAs

0 20 25 30 40 MG 0 20 25 30 40 MG 0 20 25 3040 MG
0 0 5.6 6 6 I 1.58.5 5 5 6,1 1 2.4+.4 I - I I --

0 6 5 5 I 1.5+.3 5.36 5,1 1 1.8+:3 1 -- I I -

5 0 5.6 5.5 6 I 1.5+.4 4 & 5,I I. 1.5%.3 3,1 - 1 1 0+0
0 0.1 5.5 6 58 I 1.5+.8 5.36 5 I 2:5%.9 I 4,1 1T 1 1+0
1 0.1 45 56 6 1 - 1,541 3.5 6 1 6,1 I 2.5:7 3 4,I == I 1 1%#.1
5 0.1 b8 6 6 I 1.5%.6 4,1 -- 1 I 1+.2
0 5 56 & 6 I 1.5+.4 5 B 5 I 1.5+.9 4,1 -- 1 1 1+0
1 5 5.6 6 6 I 1.5+.6 537 1 I 1.8%.7 I 4,1 T I 1.3
5 5 53 6 6 I 1.5+.6 6 I 651 I 2.5%2 1 4,1 1T 1 1+.2
in vivo 4.5 10 5.5 3.5 9 5.5 3 4 1

I : Indica que los explantes no pudieron evaluarse en su desarrollo por presentar deformaciones como: callo, alargamien
del explante, alargamiento de primordios florales, deshidratacidn de primordios florales, arqueamiento del dpice.

MG: Maxima Ganancia del desarrollo observado en cultivo in vitro.
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Cuadro 8: Etapas de desarrollo de las inflorescencias femeninas de maiz sembradas en medio 1iquido con soporte in vitro
de las tres primeras posicones en sentido apical-basal. Datos tomados entre 20 y 40 dfas.

fredomteptes - ETAPA DE DESARROLLO N
I POSICION 1 POSICION 2 POSICION 3
(mal™") DIAS DIAS DIAS
0 20 25 30 40 Mg 0 20 2 30 40 Mg 020 25 3 40 MG

o o 5.2,1 5,1 1 6,1 1.5+.6 5.51 5.515,0 41 2 +1 41 3,13.5I 41 1 +2

0 5,1 6,1 5.5,1 51 1.5+.3 5-6,1 51 -- 4,1 2.1+.7  4.51 4,131 3,1 1.5+.4
5 0 5.51 6,1 1 5,1 1.5+.9 5-6,1 -- 51 4,1 2.1+4 I - &80 T 1563
0o 0.1 5.5 6,1 1 - 1.5+ 1 5 - 41 43,115.3 3,1 3131 1 0
1 0.1 45551 6,1 451 -- 1.5.9 3.5 4.5 51 451 4,1 1.5.5 3 3,1 I 3,1 41 1 +
5 0.1 5,1 5,1 5.5,1 -- 1 +.7 5,0 1 41 1 1.5+.9 4,1 4,11 S
o 5 B == BEI = 1 443 5,1 1 4,1 4.511.5.8 I 4,13,1 4,1 1 4.
1 s 40 50 81 -~ JBui 5,1 1 41 41 153 I 51351 53 2.3
5 5 5,1 - 4,1 1 .5+.2 451 1 52,1.1 1746 1 4,13.6,1 51 2 +.
in vivo 4.5 10 5.5 3.5 9 55 3 a1

I: Indica que los explantes no pudieron evaluarse en su desarrollo por presentar anormalidades como: alargamiento del ex--
plante, alargamiento de primordios florales, deshidratacion de primordios florales, arqueamiento del &pice.
MG: Mdxima Ganancia del desarrollo observado en cultivo in vitro.
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Cuadro 9: Etapas de desarrollo de las inflorescencias femeninas de maiz sembradas en medio 1iquido sin soporte in
en las tres primeras posiciones en sentido apical-baasal. Datos tomados entre 20 y 40 dfas.

vitro

Tratamiento ETAPADE DESARROLLO.
BA AIA POSICION 1 POSICION 2 POSICION 3
-1

gy OIAS. . o A DIAS

0 20 30 40 M50 20 30 40 Ms 0 20 30 40 MG
0 0 5,1 6,1 6,1 6,1 1.5+.5 - 51 51 1.5+2 =~ BT 1 2 #.1
1 — 51 6,1 51 1.5+.3 ~ BY B3 1554 = GBI 1 2 +.3
5 6,1 5,1 6,1 6,1 1.5+.3 5,1 6,1 6,1 2.5+.21 —- 51 45,1 2 +.6
0 0.1 == B B 5 1 %7 - 61 5,1 2.5+1 Bl s=  Bbal 1308
1 0.1 4.5 51 -- 61 511 159 3.5 -- 61 51 2.5.9 3 -- 5I 4,1 3 +.9
5 0.1 6,0 == B0 61 1664 5,1 5,1 1  1.5+1 = ST 1 2 +.8
0 5,1 6,1 5,1 5 1.5¢.9 4,1 -- 6,1 2.5+.6 = om0 I

B == == I I % as BT ST TERY — we RBI 1EE

5 5 6,0 50 -~ B 1.5 co Byf 4B 1588 4,1 —- 45,1 1.5+.7
invivo 4.5 10 55 3.5 9 5.5 3 4 1

I: Indica que los explantes no pudieron evaluarse en su desarrollo por presentar anormalidades como: callo; alargamiento

del explante; alargamiento de primordios florales; deshidratacion de primordios florales; arqueamiento del &pice.

MG: Maxima Ganancia del desarrollo observado en cultivo in vitro.
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Figura 9. Jilote cultivado en medio s6lido de 1a nrimera posicidn
en BA a5 rngL'1 de plantas con 12 hojas liguladas a los
30 dfas de cultivo in vitro. Etapa de desarrollo 4I(F+
G), los primordios de fl6sculos pueden reconocerse en -
la porcion media del explante, en la base hay formacidn
de callo y ensanchamiento de ésta.
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Figura 10.

- o

Jilote en medio 1iquido con soporte de posicidén 1 en
BA-AIA a 5-0.1 mgL"! de plantas con 12 hojas Tigula-
das a los 30 dias de cultivo in vitro. Etapa de de-
sarrollo 4I(F+G). Araueamiento general del explante,
formacidon de callo en 1a base y en algunos primordios
de flésculos.
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Figura 11. Jilote cultivado en medio 1iquido sin soporte de tercera
posicion en AIA a 5 rngL'1 de 12 hojas liguladas 2 los 30
dias de cultivo in vitro. Etapa de desarrollo de 3 IPE.
Deformacidn evidente del explante, argueamiento basal y
alargamiento de los primordios de espiguillas, lo que im
pidid reconocer posteriormente la etapa de desarrollo.

47



48

dros 7, By 9 ). En las figuras 8, 12 y 13 de Miximas de Ganancias de Desa-
rrollo, se observa un comportamiento inconsistente, siendo imposible incli--
narse por un grupo u hormona en particular que favorezca el desarrollo in vi-
tro; no obstante los tratamientos en BA y el control, fueron los que presen-
taron mayor facilidad para reconocer etapas de desarrollo.
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Figura 12 ; Mazimos Gonencios (MO) en desatrolio floral de Jilotes de laos tres posiclo—
nes cultivadas en medio L(qulu con soporte. {1} control ; 2! BA . 3. AlA —
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Flgurg |3 : Mdximas Gononclas (MG) en desarrolfo floral de jilotes de ios tres posiciones
cultivodos en medio Liquid© sin soporte- (licontrol ; 21 BA [ 3! AIAl 4 -~
BA~AIA, (*). in vivo, datos tomodos entre 20 y 40 dias.



1.3.

2.1.

Tasas de Crecimiento Diario.

Se observé crecimiento en todos los tratamientos hormonales y en las tres
posiciones de las inflorescencias. No obstante, la alta variabilidad den-
tro de los tratamientos minimizé las diferencias entre ellos. Para la --
tercer posici6n los resultados se consideran poco representativos porque_
provienen de pocos datos, ya que hubo muchas anormalidades y muerte de ex

plantes.

Por otro lado, en el Cuadro 10 se puede observar gque la adici6on de BA --
(1ah mgL'1) no influybé en forma positiva sobre el crecimiento o T.C.D.
con respecto al testigo sin hormonas. La AIA (5 mgL'1) tendi6 a mejorar
la T.C.D., con respecto al testigo, especialmente en ausencia de BA.
Tampoco las combinaciones de BA-AIA pudieron superar consistentemente a-
lo observado, en el control sin hormonas. Ningln tratamiento superd a lo
bbservado en plantas intactas. No obstante, bajo condiciones experimen-
tales las posiciones 1 y 2 observaron mejores tasas de crecimiento que la
posicién 3 in vitro e in vivo.

Experimento 2

Este tuvo la finalidad de determinar la influencia de dos medios de cul-
tivo ( Sélido y Liquido con soporte ) en el crecimiento y desarrollo de-
inflorescencias femeninas de mafz de las dos primeras posiciones en sen

tido apical-basal, cultivadas in vitro en diferentes niveles hormonales.
Las inflorescencias fueron sembredas con un menor nlmero de brécteas y-

una pequefia porcién de tallo ( menor de 5 mm) obtenidas de plantas con-

15 a 18 hojas liguladas y promedio en 16 y 17 h .l.

Oxidacion.
Se observd que en algunos tratamientos no se presenté oxidacién en los

explantes, principalmente en el medio s6lido. Los porcentajes promedio
de oxidaci6n fueron sensiblemente menores en comparaci6én con los del --
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primer experimento, ya que hubo un 10 % en promedio para este experimen-
to ( Cuadro 11 ). El patrén de oxidacién tendi6 nuevamente a ser hete--
rogéneo entre los tratamientos y en el testigo.

No obstante, es ahora en el estado s6lido donde la oxidaci6n es menor --

( 4.5 % ) en comparacién con el liquido con soporte ( 8.1 % ), siendo pro
bable que cuando los explantes provengan de plantas con mayor ndmero de-

hojas liguladas ( mds avanzadas en desarrollo ), estos sean menores. En

la figura 14 se puede apreciar que mientras el jilote de posicién 1 en--

el medio s6lido, la oxidacibén es mayor, en el medio liquido con soporte-

los jilotes de segunda posicibn tuvieron una oxidacidn muy alta. En la-

?igura 15 puede observarse que el porcentaje promedic de oxidacién es- -

menor en el estado sélido.

Etapas de desarrollo

Nuevamente se encontré un comportamiento heterogéneo en las etapas de de
sarrollo avanzadas bajo cultivo in vitro (Cuadro 12 ). No obstante, se-
observa en la Figura 16 que la segunda posicifn en ambas condiciones fi-
sicas fue mds activa en cuanto a cambios de desarrollo se refiere, aun--
que debe de indicarse que es en la primer posici6n donde las etapas de -
desarrollo fueron mds faciles de reconocer por tener menor frecuencia de

anormalidades. En el control y el tratamiento con BA fue donde las eta-

pas de desarrollo se reconocieron con mayor facilidad. Al hacer la com-
paracidn de plantas intactas con las experimentales se observé que nin--
gin tratamiento hormonal in vitro se acercé a la respuesta in vitro ----
( Cuadro 12, Figura 16).

Las anormalidades, similares a las encontradas en el experimento 1 en --
los jilotes de ambas posiciones y condiciones fisicas de cultivo, se pre
sentaron desde los primeros 10 dfas. El hecho de que los jilotes se en:
contraran en una etapa de desarrollo mayor que er 2lanterior experimen
to impidié observar ganancias en el desarrollo en una forma notoria al -
microscopio, es posible que a esta edad sean mis susceptibles a sufrir-
deformaciones ( Figuras 17 y 18 ).



Cuadro 11 :

del cultivo.

Porcentajes promedio de oxidacién en inflorescencias femeninas de mafz en las dos primeras
posiciones en sentido apical-basal sembradas in vitro en dos condiciones fisicas del medio
Datos tomados entre 10 y 30 dfas.

Tratamiento PROMEDIO DE OXIDACION ( % )
BA AIA
-1
( mgL™") SOLIDO LIQUIDO CON SOPORTE
POSICION 1 POSICION 2 X POSICION 1 POSICION 2 X

0 0 0+0 8.3 + 3.9 4.2 + 1.9 8.3 + 3.1 29.2 +3 18.843
1 0 12.5 + 3.4 0+ 6.3 + 2.2 8.3 + 2.0 4.2 41 6.3+1.5
5 0 6.2 + 4.7 +.5 3.1+ 2.6 0+ .7 15.2 + .2 7.6+.45
0 0.1 8.3 + 3.2 0+ 4.2 +1.8 0+ .2 4.2 + 1 2.1+.6
5 0.1 12.5 + 6.1 6.2 + .7 9.4 + 3.4 6.2+ .6 0 +.2 3.1+4
0 5 0 + 0 0+ 1 0+ .5 12.5 +1.5 8.3 + .6 10.441.05

é 6.6 +2.9 2.4+1.3 5.9+1.4 0.2+ 3

X as5+21 X 81+22
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Cuadro 12 : Etapas de desarrollo de las inflorescencias femeninas de mafz sembradas en medio sélido y liquido con soporte in vitro de las dos primeras posiciones en sen-
tido apical-basal.  Datos tamados entre 10 y 30 dfas. -

Trataniento ETAPAS DE DESARROLLO
BA  AIA

(mgL™") o SOLIDO _ LIQUIDO CON SOPORTE

POSICION 1 POSICION 2 POSICION 1 POSICION 2
010 20 M0 10 2 3 Mi 1020 0 M5 10 20 L
0 0 8.6,1 81 851 .32 71 701 651 00 851 81 81 .2e1 81 7,1 81 .93
1 0 8.7,1 81 881 .51.31 751 751 7.5 L2 91 81 81 .73 7,1 81 81 .94
5 0 851 - 851 .Zni5 N G - 1%6 81 8 91 w41 651 761 81 .93
8.3 7.1

0 04 9 751 9,1  .7+3 851 7,1 8l 14441 83,1 8 -— 0n1 8 651 I .9¢.51
5 0. 9 81 1 7526 8.6,1 7 - 153 81 81 - 00 701 701 651 02
0 5 - 051 851 .Z.1 I — 1l 0%0 61 81 -—— O0n15 I 71 81 .93

invivo 83 9 10 10+ 1.7+ 7. 85 9 % 1.9

I : Indica qu los explantes no pudieron evaluarse en su desarrollo por presentar deformaciones o anormalidades como: callo; alargamiento de primordios flora-
les; deshidratacién de primordios florales; arqueamientos del dpice.

MG:  Maxima Ganancia del desarrollo observado en cultivo in vitro.
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Figura 17:

Jilote cultivado en medio s6lido de 2a. posicibn, en
Ba (5 mgL'1) de plantas con 15 hojas liguladas a 30
dias de cultivo in vitro. Etapa 5 IA. La mitad infe
rior del explante con deformidades, y la mitad supe-
rior probablemente en la etapa 41 ( F+G ).
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FIGURA

18 :

Jilote cultivado en medio liquido con soporte de la
primera posicifén en 5 rngL'l de AIA, de plantas con

16 hojas liguladas, a 30 dias de la siembra in vitro.

Etapa probablemente en 6 IPIS. Se observa completa-
mente deforme, presencia de callo y arqueamiento.
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2.3 Tasas de Crecimiento Diario.

3

Se observd crecimiento en todos los tratamientos hormonales y en el tes-
tigo, asf como en ambas condiciones fisicas del medio de cultivo. Nueva
mente se presentd una variabilidad muy alta dentro de los tratamientos,-
que rest6é importancia a las posibles diferencias entre los mismos.

La combinacién hormonal de BA-AIA ( 5-0.1 mgL'1) tendid a mejorar nota-
blemente el crecimiento de los jilotes con respecto al testigo en el me

dio s6lido y en el liquido con soporte AIA a 0.1 mgL'1 ( Cuadro 13 ).

En este caso es posible decir que estos dos tratamientos superaron con--
sistentemente a lo observado en el control. Al comparar el crecimiento
de los jilotes provenientes de plantas intactas v.s. jilotes experimenta
les se observé que ninguno de los tratamientos superd en crecimiento a
los primeros ( Figura 19 ). Por otra parte en el estado s6lido se re-
gistré un menor incremento de las T.C.D. con respecto al estado liquido-
con soporte, en ambas posiciones ( Cuadro 13, Figura 19 ).

Experimento 3

Se hizo con el objeto de probar el efecto de diferentes niveles hormona-
les de BA; AIA; AG3; en el crecimiento y desarrollo de inflorescencias-
femeninas de mafz cultivadas in vitro en medio s6lido y liquido con so--
porte, obtenidas de plantas de 15 a 16 hojas liguladas.

Oxidacibn

La oxidaci6én se hizo presente en casi todos los tratamientos hormonales,
asi como en ambas posiciones y condiciones fisicas del medio de cultivo.
Comparativamente fue menor la oxidacién, en términos de porcentaje en -
el lfquido con soporte v.s. s6lido, en los tratamientos que comparten
ambos estados fisicos también se observé esto ( Cuadro 14 ). No obstan
te, tampoco fue posible distinguir con nitidez un tratamiento hornomal -
6ptimo donde la oxidaci6n se redujera o evitara ( Figuras 20 y 21 ).
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Cuadro 13 : Tasas de crecimiento diario ( um/dia ) de las inflorescencias femeninas de maiz, sembradas in vitro en las dos primeras ——
posiciones en sentido apical-basal. Datos tomados entre los 10 y 30 dias.

TASAS DE CRECIMIENTO DIARIO ( m/dia )

TRATAMIENTO ‘s e esemesees .. s e oo
BA AIA
4 SOLIDO LIQUIDO CON SOPORTE
(mg™™ ) = —
POSICION 1  POSICION 2 X POSICION 1 POSICION 2 X
0 0 as3ta6 50%29 25138 1194%87 318%39 756263
& o 864252 404%38 634245 92151 641221 566236
5 0 90871 79561 85266 272%42 218%63 245%s53
X  886l61.5 600150 182247 a30ta2
o 0.1 325t15 181116 2s53t15.5 . 1580%19 9463 126311
0 5 258%7 587121 422%14 55026 399719 475%13
X 292t 38419 1065413 673411
5 0.1 1028%28 235t20 631%24 86821 293%21 581221
X  639%.5 375%14 826147.6 46937
in vivo 1412216 221514 1412116 221214

09
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CUADRO 14: Porcentaje promedio de oxidacién en inflorescencias femeninas de maiz de las dos primeras posiciones en sentido
apical-basal cultivadas in vitro en medio sélido y liquido con soporte. Datos tomados entre los 10 y 30 dfas.

Tratamiento PROMEDIO DE OXIDACION  ( % )
BA  AIA AG,
1 SOLIDO LIQUIDO CON SOPORTE
(mgL™ ")
POSICION 1 POSICION 2 X POSICION 1 POSICION 2 X
0 0 0 16+ 4 33.3+16 24.6+10 0+ 6 0+ 4 0+5
1.5 0 0 0% 4 54,2720 27.1812 B e s
0 0.125 0 25416 3.3 24.1%6 . E— e
6.5 0.1 0 8.34+7 41.6+16 24.9411.5 S . SR
1.5 0 1.5 % 312 31.97 28.418.5 S N it
0 0.125 1.25 8.3% 20.8+10 14.548 v Do i
6.25 0 1.25 046 33.3+12 16.6+9 - - —e--
0 0 1.25 25476 8.3 16.649 - - - --
1 0 0 16.6%7 % R 20.8.5 0+7 8. 41475
0 0.1 0 16.6+8 0 43 8.345.5 8.3+5 33.3+15 20.8 +10
5 0.1 0 8.35 0 0 4.137.5 0 %6 % 30 12598
0 0.1 1 16.6+10 0w 8.39.5 83%2 0¥ 4115
5 0 1 41,6431 33.345 37.4+18 8.3+3 0 4 4.1 41
0 0 1 0 16.648 8.35 B337 0B 16.6 % 7.5
1 0.2 1 0 16.6%6 8.3% 16.6 ¥ 9 0w 8.3%5.5
X 13.8248.8  22.548.53 9.345.6 8.3+7.5
X 18.1+8.6 8.146.1
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3.2.

3.3.

Etapas de desarrollo.

En este experimento las anormalidades en los explantes se presentaron en el-
medio s6lido a partir de los primeros 20 dias de cultivo, y en el liquido con
soporte desde los primeros 10 dias ( Cuadro 15 ). Curiosamente los explantes
cultivados en el control no mostraron anormalidades en los dos estados fisi--
cos del medio de cultivo ni en las dos posiciones.

En el desarrollc delos jilotes, la segunda posici6n mostrd una mayor ganancia
en desarrollo reproductivo en comparacién con la primera posicibn, sin embar-
go las anormalidades en la segunda posicién fueron mds frecuentes. Como en-

casos anteriores ningln tratamiento hormonal logré igualar las ganancias en-

desarrollo observadas en plantas intactas, no obstante esta dltima afirmacién
los jilotes de segunda posici6n del estado s6lido ( BA-AIA ) y en el liquido

con soporete ( AG3, BA-AIA y BA—AGB} mostraron una ganancia que supero en po
co a la observada en plantas intactas ( Figura 22 y 23 ).

Debe agregarse que en este experimento las plantas de invernadero sufrieron-
una plaga por pulgbén ( &fidos ) y acame; aunque la plaga se controld con in-
secticidas, es seguro que estos factores afectaron los resultados obtenidos.
Asf mismo en éste hubo una cantidad mayor de unidades experimentales contami
nadas por hongos y bacterias, lo que redujo el nimero de repeticiones.

Por G1timo, es dificil definir una combinacién hormonal y désis de ésta que-
se comporte favorablemente para estimular el progreso en etapas de desarrollo.

Sin embargo es nuevamente en el control y en los tratamientos con BA donde -
el desarrollo se mantiene menos alterado, es decir, menos anormalidades que-
permiten reconocer etapas de desarrollo por un mayor tiempo, especialmente -
en el medio s6lido, donde ademds la forma c6nica del jilote se conservd me--
jor.

Tasas de Crecimiento Diario.

En esta variable también se observé una alta heterogeneidad de.los resulta-
dos entre tratamientos, ya que hubo tasas negativas. Ello se atribuyé prin-
cipalmente a la variaci6n en los tamafios de los explantes y a que los datos-
se tomaranen diferentes siembras, al igual que en experimentos anteriores,
es decir estos resultados confirman la necesidad de analizar el crecimiento
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CUADRO 15 : Etapas de desarrollo de inflorescencias femeninas de mafz cultivadas in vitro en medio s6lido y liquido con soporte de
las dos primeras posiciones en sentido apical-basal. Datos tomados entre los 10 y 30 dfas.
ETAPAS DE DESARROLLO
Tratamiento S6lido Liquido con soporte
A AI_A, A&y POSICION 1 POSICION 2 POSICION 1 POSICION 2
(mol ) DIAS DIAS DIAS DIAS
0 10 D 30 MG 0 0 20 30 M 0 10 20 30 G 0 10 2030

0 0 0 8.4 8.7 85 8 3k 2 75 6.8 53 7.2 0+0 8.4 9 9 8 6+2 75 65 65 6 0+0
1.5 0 0 8.1 7.7 831 7 2+.2 7.4 6.8 6.7 85 1.1+.6 - - - - - - - - - -
0 0.125 0 73 7.5 731 91 2.1 74 65 68 63 0+0 - - - - - - - - - -
6.25 0.125 0 9 Tsd - 9l 85I 0+0 6.6 6.6 81 8.5 1.9+ - - - - - = = = - -
1.5 0 1.5 85 7 7.5 8,1 0+0 6 6.2 6.5 7,1 1.5+, - - - - - - - - - -
0 0.125 1.5 8.5 8.5 8.6,I 8.5,1 40 8 53 7 7,1 0 +0 - - - - 2 - - = - .
6.25 0 1.25 7.7 7.5 8,1 7.5 51 5.7 6 Tl 1 1.3+.4 - - = = = - - - -

0 1.25 6.5 8.1 9,1 - 2.5+.3 6.1 7.1 7.2 1 1.3+.6 - - - - - - - - - -
1 0 0 8 8 8,1 - 0+0 6.7 8 8,I I 1.3+.2 81 871 9 91 %4 55 55 45 55 040
0 0.1 0 8 6.7 - 8 0+0 7.5 8 L5 %L BE2 8 8.2 7.5 81 .2+.15 8 7.5 8 5 040
5 0.1 0 78 9 - 7 1.2+.2 6.6 6.5 8 8,1 1.4+, 78 851 9 19 1.2+.18 85 6.6 85 6.5 1.9+
0 0.1 1 81 83 8.2 9,1 9+.3 6.7 6.5 1 6,1 0 +0 8.5 8.5, 8.5 9 5+4 8 6.7 8 8 1, >+
5 0 1 88 45 5 8.5 010 57 84585 1 6.1 .3+.1 85 9,1 8.5 - 5+3 65 6 6.5 8.5 2.8+9
0 1 78 55 - 8,1 240 6.1 6.5 6.7 51 .6+3 78 821 9 851 1.2+1 8 7 8 5 19,9
1 0.2 1 8.3 55 - 8.5,1 1.2+.3 6.7 6 8 - 1.3+.4 7.2 851 8 8I 1241 75 8 7.5 7.2 1.3+4

in vivo 75 B8 95 10 28 6.7 6.9 7.2 82 1.5
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AlA-AG3. Dotocs tomados entre 10 y 30 dfos.
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4.1,

4.1.1.

4.1.2.

y desarrollo en el mismo explante durante todo el experimento, lo que impli-
ca el llevar a cabo subcultivos peri6dicos a medio fresco con al finalidad -
de reducir el error en el muestreo ( Cuadro 16 ).

Experimento 4 .

En este experimento se probaron ocho combinaciones hormonales de BA-AIA—AG3
para evaluar su efecto sobre el crecimiento y desarrollo de las dos primeras
inflorescencias femeninas de mafz en sentido apical-basal, obtenidas de plan
tas con 9 a 10 hojas liguladas y cultivados en los estados fisicos sélido y-
liquido con soporte ( Experimentos 4a y 4b ).

Experimento 4a: Estado fisico: S6lido.

Oxidacibn.

Aungue el patrén de oxidacién siguié tendiendo a la heterogeneidad, fue posi
ble identificar a los tratamientos: control, 0.5 rngL“1 de AG3; 2.5 rngL'1 de
BA; 0.01 mgL'1 de AIA-AG3, donde ésta fue minima. La oxidacién se presentd-
en los tratamientos a partir de los 10 dias y aparentemente no siguié aumen-
tando ( Cuadro 17 ). Por posicidn, el porciento de oxidacion tendidé a ser -
menor en los explantes provenientes de la primera posicién, pero la diferen-
cia fue apenas del 3% ( Figura 24 ). Estos resultados contradicen lo antes-
afirmado, es decir, que la oxidaci6én es menor en los tratamientos con mayor-
dbsis de AIA.

Etapa de Desarrollo.

Nuevamente se observd ganancia en el desarrollo floral expresado como Méixi--
mas Ganancias ( MG ). No obstante no hay una tendencia consistente entre --
los tratamientos hormonales. En este caso las anormalidades en la posici6n-
1 se hicieron evidentes desde los primeros 10 dfas, situacién que se repitié
en la segunda posicién ( Cuadro 18 ). También se observd que la segunda

nosici6n tuvo una mayor actividad y una mayor ganancia en el desarrollo con-
respecto a la primer posicién. Sin embargo se ha expuesto anteriormente,- -
las anormalidades en la segunda posicién aparecen mis répido que en la prime
ra. De la misma forma , es en la primer posicién donde las etapas de desa—j
rrollo se reconocen con mayor facilidad y por un periodo mayor.
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CUADRO 16 : Tasas de crecimientodiario (/um/dia ) de las dos primeras inflorescencias femeninas de mafz
en sentido apical-basal cultivadas in vitro. Los datos fueron tomados entre 10 y 30 dfas.
Tratamiento TASAS DE CRECIMIENTO DIARIO (}A m/dfa )
BA AIA AG3
POSICION 1
( mL™") TrommmmmmmmmTTmmmmmmmmAmmmOOT T - _
SoLIDo LIQUIDO CON SOPORTE X SOLIDO LIQUIDO CON SOPORTE X
0 0 0 -194+20 -115462 -155+41 114470 -184+30  -35450
1 0 0 700+36 -108+10 296+23 460+27 181420  321+23.5
1.25 0 0 776+100 - - 7764100  65429.3 - - 65+29.3
0.125 0 352468 - - 352468 -94+38 - - -94+38
0.1 0 -565+77 -267+101 -416+89 106+47 -317467  -106457
0 0 1.25 748415 - - 748+15 570+221 - - 570+221
0 0 1 -663162 -390+29 -527+46 151161 3543 93432
6.25 1.25 0 272+31 - - 272431 233476 - - 233476
5 0.1 0 -685+43 -131467 -408+55 409+42 68+22 239432
0 0.125 1.25 703433 - - 703433 85+37 - - 85+37
0 0.1 1 -551+69 -170+493 -361+81 400430 -9.343 195+16.%
196 n 1.25 -300+20 - - -300+20 131415 - - 131415
6.25 0 1.25 ) 84413 - - 84413 531498 - - 531498
5 0 1 -634+29 -370+29 -502+29 1049+62 -53+14 498+38
1 0.2 1 ~300+79 -140437 237462 -89+21 74442
in vivo  emeeeeeeeeeeeeeo 833416 ----mmmmmmmemmen s 210421 ==emmpmmmmmmeee




CUADRO 17: Porcentajes de oxidacién en inflorescencias femeninas de mafz de las dos primeras posicio

nes en sentido apical-basal en medio s6lido cultivadas in vitro. Datos tomados entre - -
10 y 20 dfas.

Tratamiento PROMEDIO DE OXIDACION ( % )
BA AIA AGy

(mgL™") POSICION 1 POSICION 2 X
0 0 0 0+2 2.25+ 1.5 1.1+ 1.75
0 0 0.5 0+1.5 0 +1.7 0 +1
2.5 0 0 0+3 0 +6 0 +.4
0 0.01 0 0+0 0 42 0 +1.7
2.5 0.01 0.5 2043 21.9 +5 21 +.1
2.5 0 0.5 16.6 + 5 35.7 +9.2 26.2 + 7.1
0 0.0 0.5 22.9 + 3-8 % +7 2 +5.
5 0 0.5 _ 7.3+ 48 8.6 +3 8 +

X 8.4 +2 1.7 +6.2 10
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Cuadro 18 : Determinaci6n de la etapa de desarrollo de inflorescencias femeninas de mafz, de las dos
primeras posiciones en sentido apical-basal cultivadas in vitro en medio s6lido.
Datos tomados entre 10 y 20 dfas.

Tratamiento ETAPA DE DESARROLLO
BA AIA  AGy
(naL™1) POSICION 1 POSICION 2
DIAS DIAS
010 20 MG 010 20 MG
0 0 45 5 1+.6 4.7,1  3.5,1 1.7+.8
25 0 0 5 5 1+.4 3.5 4 1+.4
0.01 0 4,1 3.7,1 0+0 3.5,1  3.5,1 .5+.3
0 0.5 3.51 4,1 0 +.2 3.5,1  3.5,1 5+.2
25 0 0.5 41 41 040 3,1 3,1 0+ 0
0 0.5 6,1 4.5 2+.8 3.7,1 4,1 14.5
0 0.01 0.5 41,1 6,1 247 4,1 4,1 14.5
4 3
2.5 0.01 0.5 5,1 4,1  1+.5 3,1 3,1 0+0
in vivo 4 6.7 89 49 3 47 7.4 4.4

I : Indica que los explantes no pudieron evafuarse en su desarrollo por presentar deformaciones o anormalida-
des como: callo; alargamiento de primordios florales; deshidrataci6n de primordios; arqueamiento del - -
dpice.

MG: Méxima Ganancia del desarrollo en cultivo in vitro.

~
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4.1.3.

4.2.

4.2.1.

Es posible que al estar los explantes de segunda posicién en una etapa de me
nor desarrollo sean capaces de lograr mas cambios que los de primer posicion
ya que se ha visto que las ganancias en desarrollo se observan mejor y ocu--
rren con mayor frecuencia en los explantes de esta posicién. ( Cuadro 18, --
Figura 25 ).

Tasas de Crecimiento Diario.

No obstante la evidente variabilidad entre los tratamientos, que minimiz6 los
posibles efectos de estos ( Cuadro 19 ), se observé que en la posici6én 1 hubo
un mayor incremento en las T.C.D., con respecto a la segunda posicién ( Figu
ra 26 ) principalmente en los tratamientos AIA-AG3 y BA-Asg, existiendo una-

tendencia a aumentar la T.C.D., cuando se aumenta la dosis de A53 ( Cuadro -

19 Figura 26 ), por otro lado estos tratamientos superaron notoriamente al -

control en ambas posiciones.

Experimento 4 b. Estado fisico: S6lido y Liquido con soporte.
Oxidacibn.

En este experimento se emplearon los tratamientos hormonales que anteriormen
te dieron los menores porcentajes de oxidacién.

Aquf se logrdé impedir la oxidacidn en los tratamientos con BA ( Experimentos
4a y 4b ) mientras que los tratamientos con AIA-AG3 presentaron oxidacifn --
con respecto al control ( Cuadro 20 ).

Por posicidn, en la primera el mayor porcentaje de oxidacién se encontrd en-
el medio liquido con soporte, mientras que para la segunda posicién ocurrié-
en el medio sélido ( Figura 27 ). No se detectaron diferencias apreciables-
entre las dos posiciones del jilote en cuanto a oxidacién.
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CUADRO 20 : Porcentajes promedio de oxidacién de inflorescencias femeninas de mafz de las dos primeras
posiciones en sentido apical-basal en medio s6lido y lfquido con soporte cultivadas in vitro
Datos tomados entre 5 y 20 dfas.

Tratamiento PROMEDIO DE OXIDACION ( % )
BA AIA AG,
POSICION _1 POSICION__2
(mgt™") T e
SOLIDO  LIQUIDO CON SOPORTE X SOLIDO  LIQUIDO CON SOPORTE X
0 0 0 4.8543 1.142.7 8+2.8 2.7643 040  1.440.8
2.5 0 0 040 040 040 040 040 040
0 0.01 0.5 8.316.7 9.445.72  1846.21  30.345.8 18.5+ 5.2 22.445.5
X 4.042.0 6.8+2.31  7.3:2.6  11.043.8 4.8+2.8 8+43.5
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Figura 27. Porcentajes promadio de oxidacion en medic;, sblido | S) y |iquide
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Figura 28 Mdximas Ganoncios (MG) del desarrclio e los diterentes trato-
mientos hormonales en ombos posicliones y para los dos estodos
tisicos entre 5 y 20 dias. |) Control; 2) BAl 3) Ala-AG3.
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Etapas de desarrollo.

Aunque se registraron ganancias en el desarrollo ( MG ) ( Cuadro 21 ),

no hubo consistencia en los resultados entre los tratamientos hormonales, ya
que mientras en el tratamiento 0.01 - 0.5 mgL'1 de AIA-AG3 en la primer po-
sici6én del medio s6lido, las anormalidades se hicieron evidentes desde los -
primeros 5 dfas de cultivo in vitro, mientras que en los jilotes de segunda
posicién, en el mismo medio de cultivo, las anormalidades se presentaron has
ta 20 dias después.

En esta ocasién no se observd que la segunda posicién fuera mds activa en --
cuanto a cambios en el desarrollo, como habfa estado ocurriendo en los expe-
rimentos anteriores ( Figura 28 ).

Se puede apreciar que los tratamientos con BA y el control pudieron permane-
cer por m&s tiempo con estados de desarrollo reconocibles. Por esta razén -
se piensa que las deformidades ocurren independientemente de la condici6n ff
sica del medio de cultivo y de la posicién del explante, y que é&stas estén -
més relacionadas con la condicién propia del explante y del manejo durante -
la siembra.

En cambio las anormalidades que se presentan en los explantes tratados con -
AIA y AG3 parecen estar relacionados con el tipo de hormona y su efecto que-
causa en los primordios de florecillas.

Tasas de Crecimiento Diario.

Las T.C.D., dadas en micras por difas ( Cuadro 22 ) presentaron diferencias -
notables entre los estados fisicos del medio de cultivo, teniéndose en el 1f
quido con soporte incrementos que duplican pricticamente los valores regis--
trados en el estado s6lido en ambas posiciones ( Figura 29 ); incluso llegan
a superar los valores observados in vivo. En las presentes condiciones ex-
perimentales, los explantes provenientes de la segunda posici6n fueron lige-
ramente mayores a los explantes de la primera posicién y los tratamientos---
que mds favorecieron el incremento en los explantes fueron AIA—nG3 ¥, en for
ma inconsistente BA, con respecto al control.



Cuadro 21 : Etapa de desarrollo de inflorescencias femeninas cultivadas in vitro en medio s6lido y 1fquido con soporte de las dos

primeras posiciones en sentido apical-basal. Datos tomados entre los 5 y 20 dfas.

ETAPA DE DESARROLLO

Tratamiento POSICION 1 POSTCION 2
BA AIA AG,
-1
(mgL"") SOLIDO LIQUIDO CON  SOPORTE SOLIDO LIQUIDO CON  SOPORTE
_____ DIAS. A TR N . S e e e DS e
0 5 10 2 M 0 5 10 05 10 2 M 0 5 0 20 M
0 0 0 35 33 45 1545 381 3.5 3035 351 00 351 31 1 146
25 0 0 3 4 36 1 6.5 3 871 351 25 1 4 351 15k4 2533 351 1 15
0 0.01 0.5 S 040 3 I 361 3T 1 1.4 451 3 I 265
in vivo 29 4 5 56 27 23 3.5 4 4.2 1.9

I : Indica que los explantes no pudieron evaluarse en su desarrollo por presentar deformaciones o anormalidades como: callo, alargamiento de primordios florales; - -

deshidratacién de primordios; arqueamiento del &pice.

MG : Mixima Ganancia del desarrollo observado en cultivo in vitro.
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CUADRO 22: Tasas de crecimiento diario (u m/dfa ) de las inflorescencias femeninas de mafz de
las dos primeras posiciones en sentido apical-basal cultivadas en medio s6lido y -
1fquido con soporte. Datos tomados entre 5 y 20 dfas.

Tratamiento TASAS DE CRECIMIENTO DIARIO (.M m/dfa )
~——__ POSICION 1 POSICION 2
BA AIA AG3 ---------------------------------------------------------------------------------------
(mgt™h) SOL1DO LIQUIDO C/S X SOLIDO LIQUIDO C/S X
0 0 0 285450 715489 500+69 263+28 252439 258+33
2.5 0 0 297+45 722436 510+41 205+29 ' 1108+36 657+33
0 0.01 0.5 445425 825456 635+41 467+12 1127438 797+25
X 342440 754416 312+23 839+30
X 548450 571430
in vivo -==- 300+21 ---- ©omeee 183411 —ee-
Lfquido c¢/s : Liquido con soporte.
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Figura 29 Tasas de crecimiento diarlo expresodos en miCrdmetras por
dia. por tratamiento hormonal , yo”clon. y astado tisico-
de| medic de culfive, ') Comtrol; 21BA ; 3) AlA-AG3.



5.1.

5.2.

Experimento 5

Este experimento se hizo con la finalidad de dar seguimiento a los explan-

tes in vitro, usando las mejorers combinaciones hormonales de BA—AIA-AG3 —

el estado fisico s6lido con subcultivos a medio fresco, de explantes prove--
nientes de plantas con 8 a 11 hojas liguladas.

Oxidacibn.

Los explantes provenientes de plantas con 8 a 11 hojas liguladas no presenta
ron sefiales de oxidaci6n en ninguna posicién y en ningGn tratamiento ( Cua-
dro 23 ).

Etapas de Desarrollo.

Los resultados obtenidos en este experimento indican que los tratamientos --
con AIA y AG3 no impulsan el desarrollo floral, al menos en las dosis proba-
das, en las combinaciones hechas y en los estados de desarrollo de los ex- -
plantes en experimentaci6én, sino que promueven su crecimiento, pero con de--
formaciones como las antes sefialadas. De hecho las Maximas Ganancias se lo-
graron con el tratamiento control, seqguido del tratamiento con BA; estos dos
tratamientos fueron los que también presentaron menos anormalidades en el de
sarrollo de los jilotes, pernaneciendo por mds tiempo reconocibles, princi--
palmente los de la primer posicién ( Cuadro 24 ).

81

En la Figura 30 de Miximas Ganancias, es posible apreciar que en el control se

reconoci6é un MG mayor que en el tratamiento con BA y que el tratamiento con-
AIA-AG3 para ambas posiciones; aunque estos tratamientos no igualaron al de-
sarrollo observado en explantes provenientes de plantas intactas.

Por tanto, un desarrollo floral satisfactorio in vitro de jilotes de maiz,-
similar al que ocurre en la planta intacta. S6lo fue posible identificar --
que el control y la BA permiten el reconocimiento de etapas de desarrollo --
con mayor claridad que el resto de las combinaciones hormonales utilizadas -
durante toda la fase experimental. Ahora bien es importante aclarar que los
cambios observados s6lo fueron en porciones de los explantes y no en su to-
talidad como se hubiese deseado.



CUADRO 23: Porcentajes promedio de oxidacién en inflorescencias femeninas de mafz en las dos primeras
posiciones en sentido apical-basal cultivadas in vitro en medio sélido. Datos tomados en-
tre los 5 y 20 dfas.

Tratamiento PROMEDIO DE OXIDACION ( % )
BA A AGy

(mgL™") POSICION 1 POSICION 2
0 o o 0
25 0 0
0 0.01 0.5 + 0
0 0.1 1 0+

28



CUADRO 24 : Etapa de desarrollo de inflorescencias femeninas de mafz cultivadas in vitro en medio s6lido de las dos primeras posiciones
en sentido apical-basal. Datos tomados entre 5 y 20 dfias.

Tratamiento ETAPA DE DESARROLLO
BA AIA G
(mgL™") _POSICION 1 POSICION 2
0 5 10 15 2 M 0 5 01 0 m )

0 0 0 29 321 361 321 451 163 27 291 361 31 1 144
25 0 0 3 3.7 381 381 1 Bd5 27 331 1 I 650

0.01 0.5 3 3 I 1 1 0:0 27 291 1 1 I 2e4
0 0.1 1 33 34 EAN. I 45 25 281 1 I I 2

in vivo 4 5 6.9 7.5 8.9 4.9 31 36 5.8 6.6 75 4.4

MG:  Mixima Ganancia en el desarrollo observado en cultivo in vitro .
I: Indica que los explantes no pudieron evaluarse en su desarrollo por presentar deformaciones o anormalidades como: callo; alargamiento de primordios florales;
deshidratacién de primordios; arqueamiento del &pice.
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Figura 30 . mdximos Ganancios (MG3) de desorgollio en inflorescenclas
femeninos de segunda y primera pulc:‘n en medio sdl|do

2 Posicidn.

In vivo

entre 5 y 20 dios. |) Controk; 2) BA; B) AIA-AG3.
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Figura 31 . Tasas de crecimiento diario. expresado en micrometros por dias
por tratomiento y posicidén en medio sdlido, datos tomodos en--
tre 5 y 20 dias. 1) Control; 2) BA; 3] AlA-AG3,
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Tasas de Crecimiento Diario.

Las tasas de Crecimiento Diario registradas en este experimento fueron pa-
recidas a las observaciones en los dos experimentos anteriores ( Cuadro --
25 ). En la Figura 31 se observa que en la posicién 1 el tratamiento 0.01
-5.05 mgL'1 de AIA-Ag3, promovid el mayor crecimiento en relacifén con --
los demés tratamientos hormonales, incluyendo el control, lo mismo ocurrib
en los jilotes de la segunda posicién.

No obstante, el mayor crecimiento inducido con la hormona AIA combinada con
AG3 estuvo desacoplado del desarrollo floral, ya que éste se dié mejor en el
control, y el tratamiento con BA.
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CUADRO 25 : Tasas de crecimiento ( u m/dfa ) de las inflorescencias femeninas de mafz de las dos primeras
posiciones en sentido apical-basal in vitro en medio s6lido. Datos tomados entre 5 y 20 dias.

Tratamiento TASAS DE CRECIMIENTO DIARIO (4 m/dfa )
BA AR AGy _
POSICION 1 POSICION 2 X
(mgL™")
0 0 0 196+27 176429 186+28
2.5 0 0 142428 150440 146434
0 0.01 5 293+20 302+20 298+20
0 0.1 1 389+26 -158+31 116428.5
X 255424 118425
in vivo 685429 720410
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V.  DISCUSION.

La principal dificultad encontrada en el cultivo in vitro de inflorescen-
cias femeninas de mafz fue la ocurrencia de anormalidades en los primor--
dios de florecillas o flésculos. E

Ahora bien, el hecho de haber tenido un amplio espectro tanto de etapas--
de desarrollo como de nGmero de hojas liguladas y tamafio de los explantes
pudo haber originado una serie de inconsistencias que se reflejaron en --
los datos, ocasionando que no se pudiera utilizar pruebas de estadistica-
inferencial que demostraran la confiabilidad de lo observado, desde el --
punto de vista matemdtico, asimismo influydé de manera importante, para --
esta limitacién, el hecho de haber tenido en un principio de la fase expe
rimental muchos tratamientos hormonales, tres condiciones fisicas del me-
dio de cultivo ( s6lido, 1iquido con soporte y liquido sin soporte ), tres
posiciones del explante y posteriormente dos posiciones en sentido apical-
basal, lo que causé que las repeticiones fueran insuficientes. Por ello-
el andlisis se hizo calculando promedios del porciento de oxidacién, Max i
ma Ganancia en el Desarrollo ( MG ) y Tasas de Crecimiento Diario - - - -
(/4 m/dfa) (TCD) asi como el error estandar que son medidas propias de la-
estadistica descriptiva ( 42 ). _

Por Gltimo, el obtener resultados de explantes que no tuvieron seguimien-
to individual durante todo el experimento ( exceptuando el dltimo ), influ
y6 en sentido negativo, ya que hace dificil tener una idea nitida de los--
efectos que pudieran tener sobre el cultivo in vitro de estos explantes --
las condiciones experimentales probadas.

No obstante, los resultados son alentadores porque fue posible obtener ---
avances en etapas de desarrollo y crecimiento de los explantes in vitro.
Ademds se pudo determinar que de los tres estados fisicos del medio séli-
do permite que los explantes mantengan un desarrollo reconocible por més-
tiempo, y también sostiene la forma c6nica similar a la de los jilotes --
provenientes de plantas intactas, mientras que en el medio 1iquido con so-
porte esto no ocurri6, aunque sus incrementos en tamafio fueron notorios,-
lo mismo sucedid en el liquido sin soporte, pero con mas anormal idades, re
sultando inconvenientes en el cultivo in vitro de inflorescencias femeni-“
nas de maiz.
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Respecto a las posiciones de los explantes en direccién apical-basal, la-
primera y segunda posici6én fueron capaces de mostrar cambios, tanto en el
desarrollo como en el crecimiento in vitro, en contraste con la tercera -
posicién que desde el inicié de la fase experimental mostré una respuesta
muy pobre en el desarrollo y crecimiento en los tres estados fisicos de -
cultivo, e incluso en las plantas intactas. De las dos primeras posicio-
nes, la segunda respondi6 mejor que la primera a los cambios de desarrollo
y crecimiento, seguramente por que se logrd inhibir la dominancia apical a
la que se encontraba sujeta en la planta, facilitdndole la absorcibén de nu
trientes del medio como de la acci6n de las hormonas, esto concuerda con -
la observacién realizada por WADDINGTON, R.S., al proponer que el sistema
de v&stagos en los cereales es un claro ejemplo de dominancia apical, don-
de las auxinas juegan un papel coordinador en la inhibici6n correlativa de
las yemas, y al eliminar la primer yema la segunda puede desarrollarse.

No obstante en la primera posicién los estados de desarrollo fueron mas fa
cilmente identificables en todos los experimentos. Es importante destacar
que los cambios observados en las dos primeras posiciones, en cuanto a eta
pas de desarrollo, se manifestaron en s6lo algunos primordios de floreci--
llas de todo el jilote.

Las anormalidades observadas ocurrieron de la siguiente forma en la prime-
ra posicién: Formaci6én de callo en brécteas, porciones de tallo, en la -
totalidad del jilote y en los primordios; deshidratacién de los flésculos
( principalmente en los jilotes sembrados con la totalidad de las brécteas)
elongacién de estructuras parecidas a estilos (que pdsiblemente eran las -
paleas); formaci6n de " granos en crecimiento de color verde " en explantes
provenientes de plantas con 16 a 18 hojas liguladas. Los explantes prove-
nientes de segunda posici6n presentaron anormalidades similares, aunque --
con menor frecuencia la formacién de » granos . Los explantes provenien-
tes de la tercera posicifn, normalmente se tornaron suaves o duros, los -
primordios de florecillas se alargaron, y generalmente después de 20 dias
de cultivo morian.

Retomando la condici6n fisica del medio de cultivo, las anormalidades que
se presentaron en los explantes cultivados en el medio s6lido fueron; for-
macién de callo en los primordios de florecillas, enzanchamiento de explan
te en la zona de corte; en el medio lfiquido con soporte, arqueamiento del-
dpice y del jilote en su totalidad semejando " ganchos ", deshidratacién-
de los primordios de fl6sculos, alargamiento de las paleas ( en jilotes -
cultivados con la totalidad de bricteas ) y textura suave o dura.
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En el lfquido sin soporte, jilotes con textura suave o dura ( los jilotes

suaves posiblemente sufrieron fermentaci6n debido a que no se mantuvo en-

agitaci6n el medio, favoreciendo el crecimiento de bacterias anaerobias -

en el explante y en el medio ), arqueamiento tanto del &pice como del ex-

plante en su totalidad, alargamiento de los primordios y gran cantidad de

primordios de florecillas deshidratadas.

Por otro lado fue posible observar que no es conveniente cultivar explan-

tes de cualquier posici6n con la totalidad de sus bracteas ya que éstas -

en la mayorfa de los casos crecieron y el explante comunmente fue inhibido.
Al sembrar los explantes sin brécteas fue posible en primer instancia, re
conocer la etapa de desarrollo al momento de la siembra, evitar el desa--

rrollo al momento de la siembra, evitar el desarrolo de las bracteas y ob
tener el crecimiento experimentado por los explantes y no el de las bréac-

teas. Asimismo el obtener datos de varios explantes distintos en cada --

muestreo, incrementd la amplia variabilidad existente en los jilotes, pues
es evidente que cada uno de ellos respondi6 en forma particular al cultivo in

vitro aun cuando se encontraban en la misma etapa de desarro--

Ilo, tamafio aproximadamente igual y de un n@mero similar de--

hojas liguladas. Esto no ocurrif en el experimento 5, donde se pudieron advertir resul
tados mucho menos heterogéneos.

En cuanto a los tratamientos hormonales, se onservd la tendencia de que a

medida que se aumentaba la auxina, la oxidaci6n decrecfa. Que la hormona

BA permitié el desarrollo de los explantes mds cercano al normal por unma
yor peri6de ( en forma similar a la obtenida en el control ). La combina
cién hormonal AIA AG3 generalmente promovid incrementos notorios en las-

TCD, pero no en el desarrollo. Por lo anterior es dificil precisar una -

dosis Optima, ya que es claro que algunas mejoran el crecimiento, y otras

el desarrollo, dosis que ademds pueden variar con el tiempo o edad del ex
plante. Polowick y su colaborador, en 1984, encontraron que la zeatina y

la 6 Benziladenina favorecen el desarrollo del pistilo, lo que viene a re
forzar las tendencias encontradas en este trabajo. No obstante lo encon-

trado por Raman et. al., en 1980, nos pone en contradiccién, es decir, --

ellos observaron que el desarrollo de los véstagos axilares de maiz in vitro -

se vela favorecido con la adici6n de auxinas a 3 mgL'1, ésta dltima podia

ser AIA o AIB. No obstante de haber fallado la BA y la zeatina en la - -

promocién del desarrollo, se observaron en éstos tratamientos respuestas-

interesantes de los explantes, por ejemplo; s6lo se iniciaron 1 6 2 brotes
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no hubo elongacién adicional y proliferacién de diminutos vdstagos secunda
rios o terciarios interpretados como diminutas inflorescencias femeninas--
al observarse al microscopio, la BA y la zeatina también tuvieron una con
centraci6n iqual a la empleada para las auxinas.

En 1968, Bilderback, llevd a cabo un experimento en el que concluydé que -
las substancias escenciales para la iniciacién de carpelo son adn descono-
cidas, proponiendo que puede ser una fuente de nitrdgeno orgénico, dcidos-
nuclefcos u hormonas desconocidas, asf como el factor edad del brote flo-
ral. El mismo, 2n 1972 observ6 que la cinetina no favorece la formaci6n -
de los Organos florales mientras que en un medio con AG3 los sépalos, pé-
talos y carpelo se diferenciaron y los estambres abortaron. Mientras que
en los tratamientos con AG3 con y sin BA o AIA empleados en este trabajo-
no favorecieron el desarrollo de las partes florales. Otro trabajo enfoca
do a estudiar la reversién sexual de la espiga masculina del maiz por me-
dio de sustancias giberélicas, se determind que estan fuertemente involu--
cradas sugiriendose que las GA de naturaleza a altos niveles no polar fa-
vorecen la femenizacién, y bajos niveles la masculinizacién ( Stewart, B.
Rood., 1978).

En otro trabajo de regulaci6n sexual, en céfamo y espinaca, se observd que
la regulacién sexual por las fitohormonas es efectiva s6lo en estados ini
ciales del desarrollo ( Chailakhyan, 1980 ), tal como pudo determinarse -
aquf, pues unicamente en los explantes provenientes de plantas con 8 a 12
hojas liguladas los cambios en etapas del desarrollo se llevaron a cabo y
se observaron con mayor frecuencia y claridad.

En este mismo trabajo se determind que la AG3 favorecia la masculinizacion
y que la BAP y AIA la femenizacién. Aunque estas tres hormonas se utiliza
ron en este trabajo, s6lo la BA manifestd la tendencia a favorecer el desa
rrollo floral femenino asf como el medio MS sin hormonas o control.

En el actualmente desarrollado " Modelo de Central Multifactorial de la-
floracién " se propone que varios factores la promueven o inhiben, y que
estan involucradas en el control de iniciacién de la Floraéién; se piensa
que esto sucede s6lo cuando todos los factores estén presentes en el &pice
en apropiadas concentraciones y en el momento adecuado. Mientras que los-
fotosintatos y los reguladores del crecimiento vegetal pueden estar ausen-
tes o presentes en cantidades infra o supra 6ptimas, por lo que cada uno-
de los factores puede no actuar necesariamente en la misma direccién en to
das las plantas. -
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Por otro lado debe considerarse la dificultad para reproducir in vitro la
combinacién de condiciones naturales necesarias para la induccibn de cam-
bios de desarrollo y crecimiento, ya que las condiciones de temperatura,
humedad, intensidad luminosa, son dificiles de igualar in vitro.

El procedimiento seguido en el experimento 5, muestra una mejor manera de
intentar igualar esas condiciones, y se piensa que puede ser la forma en -
que se deban seguir estudiando los procesos de crecimiento y desarrollo -
de esta clase de inflorescencias.

También se detectaron mejores resultados en cuanto al cambio de desarro--
1lo, con explantes provenientes de plantas con 8 a 12 hojas liguladas, ya
que en este momento se encuentran en los primeros estados de desarrollo -
floral y es precisamente en estos estados tempranos donde los cambios mor-
folbdgicos se observan mejor y por lo tanto los factores que pueden estar -
participando en su desarrollo y crecimiento se pueden identificar con més-
precisi6én. En estados mds tardios se vi6 que los primordios experimenta-
ban pocos cambios de desarrollo y que posteriormente sélo crecfan ( tal -
es el caso de las plantas con formacifn de granos con proyecciones simila-
res a estilos ) ademds de que las anormalidades se reducian.

Es evidente que los reguladores del crecimiento van a ejercer una influen
cia que varfa segdn la combinacidn hormonal y las dosis en que se encuen--
tren, como es posible observarse en la revisién de literatura, llegando in
cluso a actuar a nivel de expresibn de genes recesivos como en el caso de
los brotes dobles o sencillos de Nigella damascena.

En los explantes cultivados con porciones de tallo o los de tercera posi
ci6n, estos, como anteriormente se dijo, se tornaron suaves o duros adqui-
riendo tonos obscuros, como en los fragmentos de cotilecdn de pino ( 29),
donde estos adquirieron una consistencia dura y presentaba una colora- -
cidn obscura, principalmente en la zona de corte. Ademds el medio también
adquirié un tono obscuro, y se observd que conforme el nimero de transplan
tes fue mayor, este efecto iba desapareciendo paulatinamente, como en el -

Gltimo experimento. La similitud encontrada en ambos resultados nos lleva
a pensar que esta fue la razdn por la que se presentaron texturas duras --
tanto en porciones de tallo como en explantes de posicién 3, situacién que
no se presentd al hacer subcultivos.

Es importante hacer notar que en este trabajo se tomd la alternativa de --
probar explantes en diferentes estados de desarrollo, lo que nos dié una -
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amplia gama de resultados que nos muestran las tendencias seguidas por
explantes. Por otro lado hizo falta estimar ei contenido endégeno de -
los reguladores del crecimiento por parte de las hojas, pues seg(n Tana-
ka y Yamaguchi ( 1934) ( 37 ), en su trabajo de producci6n de materia se-
ca, determinaron que de la décima hoja ligulada en adelante actuan decisi-
vamente en la formacién de mazorca (rendimiento del grano de mafz ).

En cuanto al manejo de los explantes, es muy importante considerar una se-
rie de detalles de los que dependerd la obtencién de resultados cercanos a
los real, pues la falla en éste altera la interpretaci6n que se le den a -
los registros obtenidos. Tales detalles son: Manejo de los explantes al
momento de ser depositados en los medios; se deben buscar condiciones no -
estresantes, es decir se debe evitar el calor excesivo por los mecheros,-
mantener una pelficula de agua en las cajas petri que eviten deshidratacifn
el equipo de disecci6n debe de mantenerse estéril y tener buen filo las na
vajas, Asimismo, es muy importante el tener las plantas de mafz en el in-
vernadero con las mejores condiciones de sanidad.



VI. CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos es posible decir que el creci-
miento y desarrollo de las inflorescencias femeninas de mafz de - -
las primeras posiciones en sentido apical-basal se puede lograr ba-
jo cultivo in vitro.

De las tres condiciones fisicas de cultivo, se propone a la condi- -
ci6n s6lida como la que permite un desarrollo mas cercano al normal

y al estado liquido con soporte donde los incrementos en tamafio - -

(T.C.D.) se vieron favorecidas en comparacifén con el primero. El -

estado lfquido sin soporte provoc6 mayor oxidaci6én y un alto grado-

de anormalidades, seglin las trendencias observadas en resultados.

Este medio posiblemente daria resultados positivos de mantrenerse en
agitacion. pudiendo incluirse esta variante en una investigacién fu-
tura.

Los explantes que mejor respondieron a las condiciones in vitro, fue
ron la de primera y segunda posicién, los de tercera posicitn no son
recomendables, debido a las anormalidades que presentan, ademés de -
que generalmente mueren.

Los explantes deben provenir de plantas con 8 a 12 hojas liguladas,-
pues es en éstas donde los cambios morfolégicos asociados al desarro
llo floral se detectan mejor.

Las mayores ganancias en desarrollo reproductivo de los jilotes con-
estados reconocibles y con menos anormalidades, ocurrieron en ausen-
cia de hormonas y en tratamientos con la hormona BA, esta tendencia
se vio en la concentracién de ( 1 a 2.5. mgL'1).

Como punto de partida para otra investigaci6n, podria modificarse -
los componentes inorganicos del medio bdsico de Murashige y Skoog
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( 1962 ), principalmente en aquellos elementos que intervienen en el proceso
de floracion, como el calcio, boro y potasio. Asi como probar otras concen-
traciones de la hormona BA, partiendo de las probadas en este trabajo.

Los mayores incrementos en los explantes, se dieron en la combinaci6n de - -
AIA-AG3 en una concentracién que en este trabajo serfa muy aventurado deter-
minar.

Las concentraciones hormonales utilizadas en este trabajo, no fueron las Op-
timas para promover el crecimiento y desarrollo de los primordios florales -
femeninos de mafz, s6lo se observaron tendencias .

El cultivo in vitro de jilotes con la totalidad de sus bracteas, ocasion6 el
desarrollo de éstas y no el de los explantes.

El método que mejor resultados proporciond fue el que incluyé el seguimiento
y subcultivo a medio fresco, de los jilotes de manera individual en condi- -
ciones asépticas.

Es importante y necesario estimar el aporte de hormonas y nutrientes por par-
te de las hojas liguladas superiores para tratar de igualar lo mis posible --
las condiciones naturales.
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Anexo 1. Descripcién del medio basico empleando las sales inorgdnicas de
Murashige y Skoog (1962), para el cultivo in vitro de inflores-
cencias femeninas inmaduras de mafz (Zea mays. L.)

NOMBRE DEL COMPUESTO FORMULA CANTIDAD POI: LITRO
(mgL™")

Macronutrientes

Nitrato de Amonio NH4H03 1650 mg
Nitrato de Potasio KH{}3 1900 mg
Cloruro de Calcio Caclzszo 440 mg
Sulfato de Magnesio llJS(}‘THzO 370 mg
Fosfato de Potasio KH2P04 170 mg
Sulfato de Fierro FeSD‘7H20 27.8mg
NazE[}TA C10H1 4N208N322H20 37.3mg
Micronutrientes

Acido Bérico H3303 6.2 mg
Sulfato de Manganeso Ih5044H20 22.3 mg
Sulfato de Zinc Zn5047H20 8.6 mg
Yoduro de Potasio KI 0.83 mg
Molibdato de Sodio Ha2H0042H20 0.25 mg
Sulfato de Cobre CuSD4SH20 0.025mg
Cloruro de Cobalto COCL26H20 0.025mg

Fuente de Carbono

A ;
zGcar comercial C|2H220” 30000 mg

PH. 5.8
Agar (Merck) 4.5¢g
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