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ESTUDIO CITOLOGICO DEL MERISTEMO TERMINAL DE LA RAIZ
DE ZE4A MAYS EN CULTIVO DE TEJIDOS

Maris Teresa Cruz *

RESUMEN

Fueron cultivadas sicte variedades de semillas de maiz en
que se les aihadié distintas auxines. Con la variedad nimero 1,
auxina 24D se logré mantener el callus de Zea mays durante
hechos estudios citolégicos e histolégicos a diferentes intervalos,

diferentes medios, a los
el medio de White y la
un ano. También fuercn
obeervando la separacién

progresiva de la membrana y el citoplasma, asi como la formacién de granulos en el
niiclee. Se comprobé que estos grinulos son de ADN utilizando la técnica de corifosfina Q.

ABSTRACT

‘Seven varieties of corn seeds were cultured in different media and several auxines
were added. The callus of the root of Zea mays wes kept for a year using variety number
1 and White media with 24-D. Also cytological and histological studies were made
observing progressive separation of the memhrane end citoplasm as well as the forma-
tion of granules in the nucleus. It was verified that these are DNA granules, by using

coriphosphine O technique.

INTRODUCCION

Aunque en los iltimos quince afios
ha aumentado considerablemente el culti-
vo de tejidos en monocotiledéneas, ya
desde 1933, Gautheret en 1933 y Mc
Clary en 1940 informaron del crecimien-
to de meristemo de maiz en cultivo.

De aqui en adelante, una serie de in-
vestigadores se han. dedicado al estudio
de los mismos. Observamos que Loo en
1945 hizo crecer meristemos apicales de
Asparagus oficinalis. Gautheret en 1947,
cultiva Pindceas, Ginkgodceas, Filiciceas y
Licopodiales. Curtis y Nichols (1947) tra-
bajan en embriones de orquidea “in vi.
tro”; Morel v Wetmore 1951 iniciaron
sus estudios sobre un miembro de las
ariceas, Amorphopalus riviere, que ‘es
una planta originaria de China, cuyos tu-

bérculos se mantuvieron por tiempo inde-
finido en medio de Gautheret, Leche de
Coco y Acido Naftalenacético; estos mis-
mos autores en 1951a. y 1957b., estable-
cieron un cultivo derivade de Lycopo-
dium y Selaginella, también separaron el
endospermo de Arimina triloba como un
cultivo continuo; Ball (1950) desecribié
la regeneracién de plantas nuevas de
Sequoia, asi como la asimilacién de isé-
topos radioactives por este mismo cultivo.
Lowenberg y Skoog (1952). obtuvieron
el crecimiento de embhriones de dos es-
pecies de pinos.

Tulecke (1953) logra el crecimiento
de un caltivo “in vitro” de polen de Gink-
go biloba. Strauss y la Rue (1954) de-

muestran el cfecimiento ilimitado de en-
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dospero de maiz. El medio en el que se
hace e! cultivo contiene 2% de sacarosa
y 0.5% de extracto de levadura. Sin em-
bargo, La Rue (1960) observa que este
tejido empieza a reducir su vigor de
crecimiento y todos los elementos que se
le afiaden, incluso vitaminas y jugo de
tomate, causaban la muerte del msmo.

Sternheimer (1954), cultivé endos-
permo de grano de maiz aislado diez a
doce dias después de la polinizacién en
medio de White y le. anadié 20% de
jugo de tomate.

Roberts y Street en 1955 y Ahmes-
trand en 1957, informaron haber obte-

nido clones de raices separadas de Pe.

tkus (Centeno de Inviemo) en el 10%
de los casos, 2l haber afadido extracto
de levadura o triptofano al medio normal
de raiz.

Norstog (1956) seiialé el crecimiento
ilimitado de endospermo de centeno “in
vitro” en un medio de White, sales mine-
rales, sacarosa, acido indolacético, leche
de coco y extracto de Tevadura.

Tamoaky y Ulstrop (1958) obtuvie-
ron del endospermo de algunas varieda-
des de maiz dulce, ocho o diez dias des-
pués de su polinizatién, cultivo de callus
de crecimiento indefinido en un medio
modificade de Nitch con extracto de le-
vadura {Difco}. Este- tejido no mostrd
ninguna respuesta a la accién del acido

MATERIAL

Se probé con siete variedades de se-
millas (proporcionadas por el Ing. Gil-
lerto Palacioa, Jefe de la Seccion de Maiz
del Instituto Nacional de Investigaciones
Agricolas).

Fueron estudiados distintos medios: de
Heller, Torrey y White con diferentes au-
xinas: Acido Naftalenacético (A. N. A.)-
{Matheson Coleman & Bell Division)
Acido Indol 3 Acético (A. L. A.) y Ki-
netina  (Nutritional ‘Biochemical Corpo-
ration) Acide 2.4-D (Eastman Organic
Chemicals) ademis se le anadié al me-
die extracto de levadura (E. L.) y agar.

giberélico, acido indolacético, acido naf.
talenacético, 2,4-Diclorofenoxiacético, ca-
seina hidrolizada y leche de coco. Los
intentos que estos mismos autores reali-
zaron al cultivar meristemos, no dieron
resultados positives. Carew y Shartting
{1958) en este mismo afic mantuvieron
el cultivo de cenfeno en un medio modi-
ficado de Heller.

Ferguson (1963} informé haber ob-
tenido cultivos continuos de trigo (va-
riedad Hilgendorf) durante tres afios y
medio, usando raedio de White, pero con
2% de glucosa en lugar de sacarosa,
complementado con 2.17 p.p. .de tripofano.

Nickel (1964) separé cultivos de pa-
rénquima internodal de algunas varieda-
des de cafia de aziicar usando medio ba-
sal de White, 18% de leche de coco y6 p.
p. m. de 2,4-D.

En el presente trabajo se efectuaron
pruebas scrgre siete variedades de semi-
llas de maiz en diferentes medios, con la
adicién de distintas auxinas. Se logra el
crecimiento de una de ellas durante un
ano, formando callus; al csbo de este
tiempo sc ohserva el ennegrecimiento del
tejido y su muerte; una de las variedades
formé ocasionalmente raices secundarias,
y un hecho importante es que no cam-
hiamoz ¢] pH del medio después de este-
rilizar éste. También se informa sobre al-
gunos tejidos y células, observadas a di-
ferentes edades del cultivo,

Y METODOS

proporcionados por los Laboratorios Difco.
Las sales organicas y la sacarosa fueron
de grado analitico.

Para desinfectar las semillas se siguid
¢] método de Zenteno (1964) que consiste
en: sumergir las semillas durante dos
minutos en alcohol de 96°, lavar rapida-
mente en agua estéril, pasar a hicloruro de
mercurio al 0.1% durante d'ez minutos y
lavar Ires veces consecutivas en agua es-
téril. En seguida s colocéd a las semillas
entre dos capas de algodén himedo, den-
tro de cajas Petri (todo es sometido du-
rante veinte minutos al autoclave a 20
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libras y escape lento). Se las incubd a
25°C =1 para su germinacion. Al cabo
de tres a cinco dias fueron cortados 3 mm
de la puntz de la raiz (tejido meriste-
matico) y colocados en 50 cc de medio ba-
sal de White en cajas de Petri de 20 x
20 mm complementado con sacarosa al
2%, A. 1. A. en una concentracién de
2x103 y 0.59% de Agar, para su solidi-
ficacion, Se esterilizé en el autoclave por
el procedimiento anterior y se midié el
pH sin cambiarlo posteriormente.

En este medio permanecieron las rai-
ces durante ocho dias. Después de este
tiempo se hicieron cortes de 2 mm bajo
el microscopio de diseccién, se quité to-
do el protodermo y se practicaron fres
incisiones. Kstos trozos de tejidos tuvie-
ron un peso de 2 a 4 mg y se colocaron
2 de ellos en la misma caja que contenia
el medio anterior, pere cambiando el

A. I. A, por 24D en una concentracién
de 10-5 M. Se afiadié E. L. a 01% y
se hizo .la incubacién nuevamente a
25°C =1 con luz difusa.

A los cuarenta y cinco y noventa y nueve
dias se obtuvo el peso hiimedo. El peso seco
se logrd, sometiendo el tejido a 105°C du-
rante cuatro horas. Los subcultivos se efec-
tuaron cada veinte dias.

Para la observacién histologica se si-
guié el método de inclusién en parafina;
para las téenicas citolégicas se usé la de
Aceto-Carmin, (Darlington y La Cour,
1960) y la técnice de Corifosfina (Ke-
eble, 1962). Las preparaciones de aceto
carmin se hicieron permanentes por el
método dc congelacion (Conger y Fair-
child, 1953).

A un grupo de cajas de Petri se le
aiiadié 1 cc de agua destilade estéril, cada
tercer dia, durante treinta dias.

RESULTADOS

Se hicieron distintas pruebas con el
objeto de localizar el medio de cultivo mas
adecuado para el crecimiento de las se-
millas; colocando diez en cada uno de
ellos. Los resultados se presentan en la
tabla 1, en la cual podemos damos cuen-
ta de que el idéneo es el W1, puesto que
en él crecieron el mayor nimero de se-
millas, con una longitud mas o menos
constante, engrosamiento del meristemo
fundamental y procambium.

En la tabla 2, se muestra la genealo-
giz de las semilllas, el niimero con el que
se marcaron y su porcentaje de germina-
cién. Los grupos que presentan mayol
porcentaje de germinacion fueron el 13
y el 14, pero es probable que esto se de-
ba a que son las semilllas mas jovenes;
sin embargo, esto no tuvo relacién con «f
crecimiento posterior del tejido en e] me-
dio de cultivo.

En la figura 1, se demuestra el cre-
cimiento de las sietc variedades en e} pri-
mer medio de White, a los siete dias.
Aunque casi todas presentan la misma
spariencia, ‘al efectuar el segundo tras-
plante. los mejores crecimientos se prr-

ciben en la semilla 1. La 4 formé raices
laterales (Fig. 2).

Se realizaron otras pruebas cons'sten-
tes en anadir a este segundo medio de
cultivo Kinetina en una concentracién de
2 x 102 y 10 y A. N. A, al 2 x 10
pero comprobamos que se obtenian mejo-
res resultados con medio de White adicio-
nado con sacarosa al 2%, 2,4-D al 10-M,
L. E. al 0. 1%, Agar al 0.5% para su so-
lidificacién y con un pH de 6.3, ya que con
un pH de 5.8 el tejido no presento creci-
miento,

El cultivo se procesé en diferentes
tiempos:

1.—A los doce dias del segundo tras-
plante tenemos un corte histolégi-
co (Fig. 3) en el que podemas
apreciar claramente la prolifera-
cién celular a partir del procam-
bium; parece ser que ésta se rea-
lize justamentc en los sitios en
donde sc efectian las incisiones,
puesto que cuando éstas no se lle-
van a cabho el tejido muere sin
proliferar.
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Tejidos Raices
Medio Longitud engrosados secundarias
W.i—1 6 mm X
W, -2 6 mm X
W, —3 6 mm X
W, —4 6 mm
Ww,—5 6 mm X
W,-—6 5 mm X
w,—7 6 mm X
W:—1 12 inm
W, —2 10 mm
W.—3 15 mm
W14 11 mm =
W:—5 18 mm
W:—6 11 mm X
W.—7 20 mm X
W.—8 10 mm
H, —1 15 mm
H, —2 6 mm
H,—3 6 mm S
H —4 4 mm
H, —5 9 mm X S
Hs — 1 11 mm
H. —2 15 mm
H: —3 17 mm
H; — 4 12 mm
H. -5 12 mm
H: — 6 10 mm
H: —7 8 mm
T, —1 6 mm
T, —: 6 mm
T, —3 8 mm X
T, —~4 5 mm
T, —5 8 mm
Ta —6 6 mm
Ty —1 11 mm
Ty —2 % mm
T, —3 4 mm
T: —4 4 mm
T: ——5 10 mm

1.—ATA af 2x10-3 2.—24.D) al I0°N.
W.—Medio de White. H.—Medio de Haller. T.—Medio de Torrey.

Obsevamos que los meristemos cultivados en el medin W,, presentan un creci-
miento homogénea tansversal v longitudinalmente.

Tabla 1. Efecto del AIA y 24-1' en el creeimicnto del meristemo terminal de Zea mays.



ESTUDIO CITOLOGICO DEL MERISTEMO TERMINAL DE ZEA MAYS S

2.—A los treinta dias se procesé el
cultivo por dos métodos: inclusién
en parafina y aceto-carmin; en las
primeras nos damos cuenta de
que existe un corazén central de
células en proliferacién las que,
hacia la periferia, van perdiendo
su nicleo, forma y dimensiones
(Fig. 4). Para las preparaciones
eon aceto-carmin tomamos dos cla-
ses de tejidos, unos con aspecto
blanquecino, y otros en donde el
tejido empieza a mostrar un cierto
tono café. Las células de unas y
wotras, fueron muy distintas. Las
primeras tenian aspecto normal
con pared celular, citoplasma y
niicleo. En el sitio donde se ini-
cia el crecimiento, las células son
fusiformes; conforme se alejan de
este punto van tomando aspecto
redondeado, aumentando de dia-
metroe sin  alteracién  aparente
{Fig. 5). En el grupo segundo ve-
mos que las células de la periferia
empiezan a contraer sus citoplas-
mas y se hace una visible separa-
cion entre éstos y la membrana
(Fig.6). Para asegurarnos que
esta apariencia no era artificio de
técnica, se observd un cultive ba-
jo ¢l microscopio de contraste de
fase, y se encontré en todas las
preparaciones ohbservadas, esta
misma clase de células. A los cua-
renta y cince dias se tomé el pe-
50 hiimedo, siendo éste de 46.7
mg, y el peso seco de 3.3 mg; a
los noventa dias, se pesd el cul-
tivo y su peso himedo fue de
109.7 mg.

3.—A los sesenta, ciento veinte y ires-
cientos dias se procesaron los cul-
tivos por medio de la técnica de
aceto-carmin, pues los cortes en
parafina no proporcionaron dalus
precisos. En todos estos tiempos
observamos las mismas clases de
células; algunas veces se logré lo-
calizar figuras mitdticas, pero és.
tas fueron encontradas en pocas
ocasiones. Las células que mas
abundaban en el campo del mi-
criscopio, eran células en cuyos
nicleos distinguimos cinco o seis
grinulos fuertemente tefiidos; en
ocasiones éstos encubren al nucléo-
lo haciendo imposible su localiza-
cion; sin embargo, otras veces és-
te puede distinguirse facilmente
(Fig. 7). En la Eugura 8 observa-
mos células con protoplasmas va-
cuolados. Finalmente en la peri-
feria del cultivo vemos células gi-
gantes y pequefias con sus cita-
plasmas perfectamente contraidos.
Las células gigantes se encuen-
tran principalmente en los tejidos
mas antignos (Fig. 9). Estas son
parecidas a las que sefiala Ven-
keteswaran (1963) en cultivos de
Vicia faba, pero con la diferencia
de que en las células que €l en-
contr6 no se chserva contraccién
del citoplasma.

Al observar las preparaciones tefiidas
con Corilosfina en el microscopio de fluo-
rescencia, pudimos comprobar que los
granulos que se observan en el nicleo son
granulos de ADN, puesto que se tifien en
verde. coloracién especifica para este aci-
do.

CONCLUSIONES

De lo expuesto anteriormente se pue-
de pensar que intervienen varios facto-
res para lograr el crecimiento del tejido.
El més importante parece ser la genealo-
gia de las semillas, puesto que las distin;
tas variedades presentan diferentes creci-
mientos, encontrandose algunas que =on

incapaces de crecer en el medio de cul-
tivo.

Es importante ohservar que ain en los
primeros dias se encuentran poces figu-
ras mitéticas y es probable que desde un
principio el cultivo no esté en condiciones
apropiadas para su crecimiento, pues co-
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mo demostr6 Mascarenhas (1965) para
lograr su proliferacién indefinida, es ne-
resario -afiadirle difenil urea.

Dos hechos importantes que sobress-
len en este estudio, son los granulos del
nicleo y la contraccién del citoplasma.
Se comprobdé que estos granulos son de
ADN, puesto que al tefitlos con la técni-
ca de Corifosfina toman el color verde
caracteristico de este acido a diferencia
del nucléolo, el cual se tifie de rojo.

Puede pensarse que la contraccion del
citoplasma se debe a una alta concentra-
cién de las sales en el medio, provocada

por la evaporacién del agua contenida en
el mismo. Se anadié 1 cc de agua desti-
lada estéril cada tercer dia; sin embargo,
en treinta dias qué durd esta prueba no
se logré que las células distendieran sus
ciloplasmas. Este experimenio se prolon-
gard por mas tiempo. Es casi seguro que
la muerte del cultivo no se debe a este
fenémeno, puesto que desde un principio
se encuentran pocas mitosis en el mismo.

En estudios posteriores con difenil
urea y citrato de sodio en el medio, se
tratara de observar si la falta de mitosis,
la contaccién citoplasmica y los granu-
los. tienen alguna relacion.

Numero con ¢l que se marcaron  Lugar y fecha de
Variedad y genealogia cosecha % de crecimiento

H.113 ‘(N 85%

¢ ¢ H-113 { 1Y Lote 5 4 Hgob55.9 Chapingo, 1961 %

¢ & H-113 t & lLote 6 4 Hgob55-45 Chapingo, 1962 A%

H - 124 18 lote 9 ¢ Chapingo, 1961 B4
CH-11-148-2-21 {11V Lote 13 ¢ hapingo, 1960 359
H-129 (13) Lote 10 ¢ Chapingo, 1963 95

H-129.- Hgo55 - 9x (14) Lote 8 ¢ Chapinge, 1964 95%

Hgo.55 - 45

Tabla 2
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Fig. 1. Crecimiento del meristemo terminal de la raiz de las siete variedades de Zea' mays.
Después de siete dias en el primer medio de cuitivo.

Fig. 2. Formacion de raices secundarias de la variedad No. 4 en el segundo medio de
cultivo,
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Fig. 3 A. Corte transversal efectuado a los doce dias. Observamos la proliferacion celular
a partir del procambium,

Fig. 3 B. Corte longitudinal.
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Fig. 4. Corte transversal a los treinta dias, en donde observamos la pérdida de la forma
de las células.

. Fig. 5. Cambio de forma de los distintos estratos celulares.
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Fig. 6. Contraccién del citoplasma.

Fig. 7. Células con nicleos en los que observamos cuatro o cinco granulos de ADN y el
nucléalo.
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Fig. 8. Vacuolizacion del protoplasma.

Fig. 9. Células gigantes y pequefias con sus citoplasmas contraidos.





