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RESUMEN

En el cultivo in vitrodemaiz se haobservado que el genotipo, el medio nutritivo y el explanto
determinan la capacidad de regeneracién de los tejidos y que las plantas obtenidas
presentan distintos grados de anormalidades. En este trabajo se evalian la capacidad de
regeneracion de dos cultivares de malz y las alteraciones fenotipicas y cromosémicas de
las plantas regeneradas.

Los cuitivos se iniciaron a partir de embriones de 1 mm y de 0,15-0,25 mm de longitud, de
los cultivares Colorado Kiein y Ever Green, respectivamente. Los primeros se sembraron
en elmedio N6, con 150 mg/L' deL-asparagina, 0,5 mg/L ' de 4cido 2 4-Diclorofenoxiacético
(2.4-D), 12% de sacarosay 8% de agar y los segundos enun medio compuesto por las sales
inorgénicas N6, las vitaminas de Haagen-Smit, 0,25 mg/L"* MoO,Na 2H,0, 0,025 mg/L" de
Cl,Co6H.0, 0,025 mg' de SO,Cu5H,0, 1500 mg/l"' de L-asparagina, 5% de sacarosa,
0,8% de agar y tres concentraciones de 2,4-D: 0,05; 0,1 y 0,2 mg/L."', en combinacién o no
con 0,05 mg/L"' de Cinetina. El 10% de los embriones del cuitivar Colorado Klein origind
callos organogénicos que ss han mantenido por 5 aflos con capacidad de regenerar
plantas. En el cultivar Ever Green se observé laformacion de callos embriogénicos conuna
frecuencia que vari6 entre un 37% y un 57%, segun el medio utilizado. Estos callos
conservaron su capacidad de regeneracién por no mas de 2 meses. Las anormalidades
fenotipicas y cromosémicas aumentaron de un 30% a un 92%, comparando plantas
regeneradas a los 12 y 36 meses, respectivamente. E! andlisis citogenético mostrd un
cariotipo normal 2n=20 cromosomas en el 30% de las plantas y un cromosoma extra 2n=21
cromosomas en el 70% restante. El 95% de las plantas tenla pequefias deficiencias o
duplicaciones cromosémicas intercalares o terminales.

Palabras claves: Zea mays, cultivo de tejidos, organogénesis, embriogénesis somatica,
alteraciones cromosomicas.
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Com (Zea mays ssp mays) plant regeneration from tissue culture and
its application in genetic improvement.

SUMMARY

Ithas often beenreported that genotype. culture medium and explant determine regeneration
capacity of maize tissuas in culture and that regenerated piants show different degrees of
abrormalities This research aims at evalualing in vitro regeneration cap acity of two maize
cultivars, as well as the frequency and kind of phenatypic and chromosomal aberrations of

regenerated plants.
Cultures were initiated from 1 mm and 0.15-0.25 mm fong embryos of the maize cultivars

Colorado Klein and Ever Green, respectively The former were plated on NE medium
supplemented with 150 mg/L. ' L-asparagine. 0.5 mg/L ' 2,4-Dichlarophenoxy acetic acid
{2.4-D), 12% sucrose and 8% agar. The latter were plated on N6 medium inorganic salts,
Haagen-Smit medium vitamins, 0.25 mg/L ' NaMoQ, 2H,0 0.025mg/L" CoCl, 6H,0, 0.025
mg/L"' CuSo, 8H,0. 1.500 mgfL ' L-asparagine, 5% sucrose, 0 8% agar and three 2.4-D
concentrations: 0.05; 0.1 and 0.2 mg/L ", with or without 0.05 mg/L * kinetin.

Plant regeneration occurred by organogenesis in Colorado Klein corn and by somatic
embrycgenesis in Ever Green Frequency of organogenic callus was 10% = Regenerating
cultures have been maintained over 5 years. Frequency of embryogenic calius was from
37% to 57% according lo the media. These calli regenerated plants in no longer than 2
months. Phenotypic and chromosemal abnarmalities increased trom 30% t0 92% comparing
plants regenerated after 12 and 36 months, respectively. Cytogenetic analysis showed
normal cariotype 2n=20 chromosomes in 30% of plants and 2n=21 chromosomes in the
remainder 70% . Little intercalary or terminal chromosomal deficiencies or duplications were

observed in 95% of the plants

Key words: Zea mays, tissue culture, organogenesis, somatic embryogenesis,
chromosomal alterations.

INTRODUCCION

Las aplicacicnes del cultivo de tejidcsy ~ demostraron que la regensracién habia ocu-
células son numerosas, entre ellas podemos  rrido por organogénasis y en 1982, Lu et aly
destacar la micropropagacion, la seleccidn de  Green encontraron que también podia ocurri
resistencia a nivel de callo, la obtencién de  por embriogénesis somatica. Sin embargo, 2
haploides, la obtencion de hibridos  respuesta del cultivo de tejidcs del maiz esta
interespecificos e intergenéricos y la recupe-  muy influida por el genotipo (Tomes y Smith,
racion de plantas completas a partir de células 1985) ya que la mayor parte de los resuftados
o protoplastos transtormados genéticamente.  se han obtenido con ciertas lineas.
La regeneracion de plantas de estos cultivos  fundamentalmente la linea comercial “A188
es fundamental para el uso eficiente de esta (Freeling et al, 1976, Kamo et al, 1985, Lu L
tecnologia. al, 1982). En cambio, otras lineas comerciales

La regeneracion de plantas de maiz  de importancia, por ejemplo la “B-73"yla"A-

(Zea mays ssp mays) a partir del cultivo de 632" han dado una respuesta baja onutaenlc

tejidos fue descripta porprimeravezpor Green  que se refiere a la regeneracion de plantas
y Phillips en 1975. En 1979, Springer et al  (Fransz y Schel, 1987, Duncan et a), 1985
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Los otros factores a tener en cuenta en la
iniciacion de los cultivos organogénicos o
embriogénicos son el explanto, su estado fisio-
légico y el medio de cultivo.

Un hecho importante atener en conside-
racién es la inestabilidad cromosémica produ-
cida en las plantas por el cultivo de tejidos, lo
cual esta ampliamente documentado. El me-
dio de cultivo utilizado, el explanto, el genotipo
y la edad de los cultivos influyen en la ocurren-
ciade aberrraciones cromosomicas (D’Amato,
1978, Mc Coy y Phillips, 1982). Los tipos de
alteraciones que se han detectado mas fre-
cuentemente son cambios en el numero
cromosémico (euploides y aneuploides) y, con
menor frecuencia, han ocurrido cambios es-
tructurales. Murata y Orton (1983) en el estu-
dio del cariotipo de 40 células obtenidas de una
suspension celular, detectaron que 24 de ellas
tenian cambios en el numero cromosémico y
el 100% cambios estructurales en sus
cromosomas.

En elandlisis de lameiosis de las plantas
de maiz obtenidas a partir del cultivo de teji-
dos, Green et al, (1977) y Mc Coy y Phillips
(1982) encontraron una frecuencia de anor-
malidades de 2 en 43y 5 en 124, respectiva-
mente. Benzion (1984) observé anormalida-
des de 36 en 370, dependiendo del genctipo
analizado. En contraste con estos resultados,
Rhodes et a/(19886) hallaron unafrecuenciade
anormalidades de 119 en 257 en plantas de
maiz obtenidas del cultivo de tejidos.

Leey Phillips (1987) observaron que las
plantas regeneradas a partir de cultivo de
tejidos de 3 64 meses de edad nopresentaban
anormalidades cromosémicas, mientras que
las logradas de cultivos de 8 6 9 meses las
tenian con una frecuencia de 91 en 189. El
96% de las plantas con aberraciones tenia
cambios en la estructura cromosémica, el 42%
intercambios cromosémicos, el 42% deficien-
cias y ol 19% apareamiento heteromorfico,
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con la particularidad que en el 51% de los
intercambios estaba involucrado el cromosoma
6 (nucleolar).

Los cbjetivos de este trabajo fueron: 1)
Evaluar la capacidad de regeneraciéon por
organogénesis y embriogénesis somatica de
los cuttivares de maiz Ever Green y Colorado
Klein. 2) Analizar la frecuencia y tipo de altera-
ciones cromosomicas observadas en las plan-
tas regeneradas.

MATERIALES Y METODOS

Organogénesis

- Material vegetal. Embriones inmaduros de
aproximadamente 1 mm de longitud (11 dias
después de la polinizacion) de Z mays ssp
mays cv Colorado Klein.

- Medios de cultivo:

* Iniciacién. Sales minerales y vitaminas del
medio N6 (Chu, 1978), 150 mg/L"' de L-
asparagina, 0,5 mg/L" de 2,4-D, 12% de
sacarosa, 0,8 % de agar, pH 5,8.

* Mantenimiento. Igual composicién que el
medio de iniciacion, pero con 2% de sacarosa
y 1 mg/L' de 2,4-D.

* Regeneracion y enraizamiento. Igual com-
posicion que el medio de iniciacion, pero con
5% de sacarosa, sin 2,4-Dycon 0,1 mg/L" de
Picloram.

- Iniciacion del cultivo. Los embriones con el
escutelo intacto se sembraron con el eje
embrionario en contacto con el medio de cul-
tivoy se incubaron en la oscuridad a 30-32° C
durante 15 dias.

- Mantenimiento. Los cultivos se mantuvieron
con un fotoperiodo de 16 h (1=2500Lx) con
periodos de cultivo de 30 dias. En cada
subcultivo se eliminé todo el material que
asemejara hojas o raices.

- Regeneracion v enraizamiento. Luego de 7
meses de la iniciacién del cultivo, una parte de
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los callos se transfiri6 al medio de regenera-
cién y enraizamiento, y se incubé con iguales
condiciones de temperatura y fotoperiodo.
Los callos que no regeneraron plantas se
descartaron.

- Conduccién de las plantas hasta la madurez.
Las plantas ya enraizadas in vitro se transfirie-
ron amacetas conunamezcladetierray arena
(2:1) esteriizadas en autoclave (1h a0,1 MPa)
y se pulverizaron con una solucién de Benomy!l
(1 g/L). Las macetas se llevaron a un inverna-
dero y se mantuvieron bajo cubiertas indivi-
duales de polietileno durante una semana.
Luego de 15 dias se trasplantaron al suelo
dentro del invernadero.

Embriogénesls somética

- Material vegetal. Embriones inmaduros de Z. -

mays ssp mayscv. Ever Greende 0,15a0,25
mm de longitud (sin contar el suspensor) ais-
lados del cariopsis entre los 7y 9 dias después
de la polinizacion.

- Madio de cultivo: Sales minerales del medio
N6 (Chu, 1978), 0,25 mg/L"* de MoO Na 2H,0,
0,025 mg/L"" de SO,Cu 5H,0, 0,025 mg/L " de
Cl,Co 6H,0, las vitaminas del medio de Haa-
gen-Smit (1945), 1500 mg/L." de L-Asparagina,
5% de sacarosa, 0,8% de agar y diferentes
combinaciones de 2,4-D y Cinetina (Tabla 1).

Tabla 1: Reguladores del crecimiento vagetal agrega-
dos al medio de cuitivo para la siembra de los embrio-
nes de0,15-0,25 mm de longitud de Z. mays ssp mays
cv Ever Green.

Culture media plant growth regulators used for plating
0.15-0.26 mm long embryos of Z mays ssp mays cv
Ever Green.

Reguladores de Cinetina Sin Cinetina
crecimiento (mg/l.) 0,05

2,4-D0,05 A D
24-Do1 B E
24-D02 (o} F
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- Iniciacién del cultive. Los embriones se sem-
braron con el escutelo y el suspensor intactos
y se incubaron desde el principio con un
fotoperiodo de 16, a 28-30 2C. Se calkculd la
frecuencia de embriogénesis somitica (FE)
mediante la formula:

Nede embriones que originé emb. somdticos
x 100

FE=
Total de embriones sembrados en cada medio

Clitogenética

Para el estudio de la meiosis se fijaron
panojas jévenes en acido acético-alcohol ab-
soluto (1:3). Las preparaciones se hicieron por
aplastamiento de las anteras en hematoxilina
acética al 2%.

RESULTADOS

Organogénesis

Los embriones colocados con el escutelo
hacia arriba germinaron dentro de los 3 dias
posteriores a la siembra, pero no continuaron
su desarrollo normal. Aproximadamente 5 dias
después se formé un callo bianco o amarillo
palido a partir del escutelo.

Los callos se tornaron parcialmente ver-

" des cuando se los transfirié al medio de man-

tenimiento con un fotoperiodo de 16 h. A partif
de las zonas verdes se observé la formacion
de meristemas caulinares que originaron vas-
tagos o estructuras similares ahojas enruladas,
las cuales proliferaron en mayor medida cerca
del periodo de transferencia a medio fresco
(Fig. 1a). También se originaron raices adven-
ticias, en algunos casos éstas se formaron en
la base de los vastagos.

Los meristemas caulinares o vastagos
obtenidos en el medic de mantenimiento die-
ron origen a plantas cuando se los transfirio al
medio de regeneracién y enraizamiento.
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El 10% delos embriones sembrados di6
origen a callos a partir de los cuales se forma-
ron plantas. Solamente uno de estos embrio-
nes di¢ calios que ain conservan su capacidad
de regeneracién luego de 50 meses en cultivo.
De este embrion se obutvieron hasta el pre-
sente aproximadamente 200 plantas por
organogénesis.

Embriogénesis somatica

La obtencion de plantas mediante la
germinacidnnormal de los embriones fus nula.
En algunos de ellos se observé solamente el
crecimtento de la raiz y, en otros, la formacién
de un callo translicido y blando (criginado a
partir de la raiz) del cual sélo se originaron
raices o murid luego de un tiempo. El nimero
de embriones que no mostrd crecimiento de
ningun tipo fue reducido (Tabla 2).

Tabla 2: Porcentaje de embriones de Z mays ssp
mays cv Ever Green que no regeneraron plantas, en
los diterentss medios de iniciacion.

Percent of non regenerating 2 mays ssp mays cv
Ever Graen embryos, on ditferente initiation media.

Medio % de embriones que % de embriones que originé

na ereciaron raices o callos radicales
A 0 41,20
B 21,05 21,08
c 6.25 4375
D 6,66 40,00
E 13,33 33,33
F 14,28 66,66

En el resto de los embricnes se produjo
un crecimiento del escutelo, compacto y de
color blanco. Al principio se observé una su-
pedlicie lisa, entre los 4 y 7 dias de cultivo fue
tomando apariencia de crestas. También se
observo la formacion de un callo blando, deri-
vado de la radicula embebida en el medio. A
pantir de los 7 dias después de la siembra
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comenzaron a notarse unas estructuras tam-
bién blancas (en muy pocos casos verdes)
similares al escutelo de los embriones cigéticos
(Fig. 1b). De estas estructuras emergieron los
coledptiles, de color verds.

Figura 1: Cultivo de tejidos de Z. mays ssp mays con
capacidad de regenerar plantas. a- Callo organogénico
de 32 meses de edad criginado de Lin embrién de 1 mm
de longitud del cuitivar Colorado Kiein en un medio con
0,5mg/L"' de 2,4-D y mantenido en un medio con 1 mg/
L' de 2,4-D. Se observa el comienzo del desarroiio de
un vastago. b- Callo embriogénico obtenido a partir del
escutelo de un embrién de 0,25 mm de longitud del
cultivar Ever Green, luegode 1 mes de la siembra en un
medio con 0,1 mg/L"' de 2,4-D. La flecha sefiala un
embrién somético.

Regenerating Z. mays ssp mays tissue culture. a- Early
shoot development on 32 months oid organogenic
callus arised from 1 mm long Colorado Klein cultivar
embryo on mediumwith 0,5 mg/L ' 2,4-D and maintained
on medium with 1 mg/L' 2,4-D. b- Scutellum/
embryogenic callus one month after 0,25 mm long Ever
Green cultivar embryo was plated on medium with 0,1
mg/L! 2,4-D. ArTow designates one somatic embryo.

El mayor porcentaje de embriogénesis
somatica se obtuvo en el medio que contenia
0,05 mg/L"'de 2,4-D + 0,05 mg/L ' de Cinetina,
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perc frecuencias similares se observaren con
0,1 mg/L" de 2,4-D, en combinacion o no con
0,05 mg/L" de Cinetina {Fig. 2).

contallos ramificades y abundantes hojas, con
tres o cuatro espigas insertas en dilerentes
partes deltallo y en su mayoria estériles (FFig.
3b).

c- Plantas de 35 a 40 cm, entrenudos muy
cortos, elevadisimo numero de hojas,
macolladoras, espigas pequefas e insertas a

embriogénests aomatica (%)

=

2.4-D (mgh)
8 0.05 mg/L cineting Sin cinetina

Figura 2: Frecuencia de embriogénesis somética
obtenidaa partir de embriones de Z. mays sspmayscv
Ever Green de 0,15-0,25 mm de longitud, sembrados
en medios con diferentes concentraciones de 2,4-D y
Cinetina.

Frequency of somalic embryogenesis obtained from 2
mays ssp mays cv Ever Green 0,15-0,25 mm long
embryas cultured on media with different 2,4-D and
Kinetin concentrations.

Estudio genético

En el andlisis citogenético de las plantas
obtenidas por organogénesis, luego de 17
meses de iniciado el cultivo a partir de un
embrién de maiz Colorado Klein, se encontro
que un 70% tenia fenotipo y cariotipo normal
2n=20, un 10% uncromeosomaexira2n=21,un
10% tres cromosomas extras 2n=23y un 10%
de plantas con 2n=40.

Las 38 plantas regeneradas luego de 32
meses de la iniciacion del cultivo, mostraron
los siguientes fenotipos:

a- Plantas normales, variando con respecto al
testigo solamente en la altura de insercion de
la espiga (Fig. 3a).

b- Plantas de aproximadamente 1 m de altura
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20 630cmaligual que lapanoja. Lascaracteris -
ticas fenotipicas de estas plantas son simila-
res a las producidas por el gen mutante
Shrunken (Fig. 3c).

d- Plantas de 15 a 30 cm, con tallos muy
pequenos o sin elfos, las hojas delgadas,
enruladas desde el suelo, las espigas muy
pequenas como las panojas y estériles. Las
caracteristicas fenotipicas de estas plantas
son similares a las producidas por el gen
mutante dwarf 1 (Fig. 3d).

Del andlisis de sstos resuttados (Fig. 4)
sa puede inferir que sdlo un 8% de las plantas
tuvo fenotipo normal y un 92% anormalidades
fenotipicas con aparicion de nuevos carac-
teras que no se observan en sus progenitores.

En el estudio citclégico de estas plantas
se hallé un 30% con cariotipo normal 2n=20
cromosomas (Fig. 5a). El 70% restante tenia
un cromosoma extra, o sea 2n=21 (Fig. 5b),
pero no puds determinarse que cromosoma
6s ni tampoco su origen, ya que durante la
meiosis nunca se lo observé apareado en
forma total ni parcial con ninguno de los otros
10 pares cromosémicos (Fig. 5 c).

En el estudio meidtico, el 95% de las
plantas mostré pequenas deficiencias o
duplicacionss intercalares o terminales (Fig.
5d).

Las alteraciches cromosémicas obser-
vadas no secorrelacionaron con lavariabifidad
de las anormalidades halladas en las plantas,
ni con [a aparicidon de nuevos caracteres que
notenian sus pregenitores, como por ej. Dwart
1 y Shrunken, alta susceptibilidad a carbdn
(Helmintosporium maydis), tallo ramificado,
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Figura 3: Plantas regeneradas de callos erganagénicos de 32 meses de edad, originados de un embrion de 1 mm de
longitud de Z. mays ssp mays cv Colorado Klsin en un medio con 0,5 mg/L"' de 2,4-D y mantenidos en medios con 1
mg/L' de 2,4-D. a- Planta normal. b- Planta de 1 m de altura con abundantes hojas y 3 espigas. c- Planta de 35 a 40
cm de altura, con entrenudos muy cortos, varios macollos y espigas pequefias. d- Planta de 20 cm de altura, con hojas
delgadas y enruladas, espigas muy pequefias. Barra = 10 cm.

Piants regenerated from 32 months old organegenic calli arised from 1 mm long Z. mays ssp mays cv Colorado Kiein
embryo on medium with 0.5 mg/L" 2,4-D and maintained on media with 1 mg/L ' 2,4-D. a- Normal plant. b- Plant of 1

m height supporting many leaves and 3 ears. c- Plant of 0.35-0.40 m height with very short internodes, many lillers and
small ears. d- Plant of 0 20 m height with narrow and wrinkled leaves and very small ears. Bar = 10 cm.
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plantas macolladoras, espigas multiples, pre-
cocidad, espigas en la panoja, etc.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

En el maiz se han realizado varios estu-
dios sobre las condiciones necesarias para el
establecimiento de suspensiones celulares, el
aislamiento de protoplastos y la formacion de
callos. El objetivo fundamental de estas inves-
tigaciones ha sido la regeneracion de plantas,
con la posibilidad de aplicar técnicas tales
como la microinyeccién, transformacion e
hibridacién somatica (Potrykus et al 1977;
Cheurey y Zurawsky, 1981; Swanson et al,

frecuencia
20 /1%

A B C D
caracteristicas fenotipicas

Figura 4: Frecuencia fenot(pica de las plantas
regeneradas de callos organogénicos de 32 meses de
edad iniciades a partir de un embrién de 1mm de
lengitud de Z mays ssp mays cv Colorado Klein y
mantenidos en medics con 1 mg/L' de 2,4D. a-
Plantas [elativamente normales. b- Plantas de 1 m de
altura con tallos ramificados, abundantes hojas y3 6 4
espigas. c- Plantas de 35-40 cm de altura, entrenudos
muy cortos, varios macolles y espigas pequefas. d-
Plantas de 15-30 cm de altura, con hojas finas y
arrugadas y espigas muy pequefias.

Phenotypic frequency of plants regenerated from 32
months old organogenic callus originated from Z. mays
ssp mays cv Celorado Klein 1 mm long embryos on
medium with 0.5 mg/L* 2 4-D and maintained onmedia
with 1 mg/L-' 2.4-D. a- Normal plants. b- Plants of 4 m
height, with branched stalks supporting many leaves
and 3-4ears. ¢- Plants 0f0.35-0.40 m height, very short
internodes, many tillers and small ears. d- Plants of
0.15-0.30 m height, narrow and wrinkled leaves and
very small ears.
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1985; Imbrie-Milligany Hodges, 1986; Birnberg
etal 1988; Van Lammeren, 1988). Sin embar-
go, la aplicacion de estas técnicas en el maiz
se ha visto limitada por la dificultad de ciertos
genotipos para regenarar plantas in vitro (To-
mes y Smith, 1985, Franz y Schel, 1987,
Duncan et al, 1985). Recién en el afo 1988 se
obtuvieron plantas a partir de protoplastos de
maiz (Rhodes etal, 1988 a) y también se logro
la primera planta de maiz transgénica, deriva-
dads protoplastos aislados de una suspension

celularembriogénica delalinea “A 188" (Rhodes

et al, 1988 b).

Por los motivos expuestos, es evidente
la necesidad de conseguir un modeilo para la
obtenci6n de cultivos con una alta frecuencia
de regeneracion de plantas, a partir de un
mayor nimero de genotipos de maiz. Estos
cultivos serian de gran utilidad como la base de
partida para obtener suspensiones celulares
embricgénicas, de las cuales seria factible
aislar protoplastos con capacidad de regene-
racion de plantas.

Laforma de regeneracion observadaen
este trabajo, a partir del cultivo de embriones
inmaduros de Zea mays ssp mayscv Colorado
Klein, concuerda con la descripcion de la
organogénesis a partir del cultivo de embrio-
nes inmadurcs de las lineas “Black Mexican
Sweet” y “ A188” (Van Lammeren, 1988). L2
frecuencia de induccién del cv. Colorado Kiein
fue baja (10%). Sin embargo, se lograron
callos que aln conservan su capacidad de
regeneracion luego de 4 anos de sucesivos
subcultivos, lo cual permite obtener un numero
elevado de plantas por explanto sembrado.

En el caso de Z. mays ssp. mays ¢v.
Ever Green no se habia logrado regeneracion
cuando se sembraron los embriones de 122
mm de longitud en un medio nutritivo con una
concentracion de 0,5 a 1 mg/L" de 2,4-D. Por
este motivo en este experimento se utilizaron
embriones de menor tamario (0,15 a 0,25 mm
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de longitud) y eoncentraciones de 2,4-D tam-
bién menores (0,05 a 0,2 mg/L"') en combina-
cién o no con 0,05 mg/L" de Cinstina. EL
desarrollo mostrado por estos cultivos con-
cuerda con las observaciones de varios auto-
res sobre la embriogénesis somatica en la
linea“ A188" (Vasil et al, 1985; Fransz y Schel,
1987, Van Lammeren, 1988).

Los resultados obtenidos (Fig.2) indican
que éste podria serun método adecuado para
iniciar cultivos embriogénicos a partir de los
genotipos de maiz que presentan las mayores
dificuitades en cuanto a la regeneracién de
plantas in vitro.

Citogenética

Las plantas regenseradas a partir de
cultivos organogénicos originados de embrio-
nes inmaduros de maiz sembrados en medios
nutritivos con 2,4-D, sufrieron un incremento
en las anormalidades fenctipicas y
cromascmicas de un 30% a un 92%, compa-
rando plantas obtenidas de cultivos de 12
meses y de 3 aios, respactivamente. Obser-
vaciones semejantes realizaron Greeny Fhillips
{(1975); Green et al(1977); Edallo et a/(1981)
y Lee y Phillips (1987).

Las alteraciocnes cromosomicas mas fre-
cuentemente observadas en este trabajo fue-
ron pequenas deficiencias intercalarss o ter-
minales (Fig. 5d) y un cromosoma extra o
posible cromosoma B (Fig. 5b).

Segln otros autores (Benzion, 1984,
Green et al, 1977; Mc Coy y Phillips, 1982) el
cultivo detejidos induce rupturas cromosomicas
e intercambios con otros cromosomas, como
consecuencia de las cuales se producen
translocaciones simples a reciprocas e inver-
siones.

Todas estas alteraciones cromosémicas,
ya sea deficiencias, duplicaciones, inversio-
nes, translocaciones, fragmentos cromasoémi-
cos y aun la presencia de cromosomas extras
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o cromesomas B, pedrian producirse en la
zonade replicaciéntardia dela heterocromatina
de las células cultivadas in vitro. Esto provoca-
riarupturas en distintas partes del cromosoma,
con pérdida o reordenamiento del mismo
(Rhoades y Dempsey, 1872).

Benzion (1984) al estudiar intercambios
independientes entre los cromosomas 7 y 8,
observd que en todos los casos la ruptura
cromosdémica astaba localizada entre la
heterocromatina del knob y el centromero,
ambas zonas de replicacion tardia. Pryor et a/
(1980) demostraron que Ia replicacion tardia
del DNA durante el periodo de sintesis de la
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Figura 5: Cromosomas meidticos en plantas
regeneradas de callos organogénicos de 32 meses de
edad, originados a partir de un embrién de 1 mm de
longitud de Z. mays ssp mays cv Colorado Klein en un
medio con0,5 mg/L' de 2, 4D y mantenidos en medios
con f mg/L'' de 2 4-D. a- Célula con 10 bivalentes. b-
Diacinesis con uncromosoma extra (flecha). c-Metafase
con un cromosema extra (flecha) d- Paguinemaconun
cromosoma extra (1) y deficiencias (2-3). Todas con
igual aumento.

Meiotic chromosomes in plants regenerated from 32
months old crganogenic cailus arised from Z. maysssp
mays cv Colorado Klein 1 mm long embryos on medium
with 0.5 mg/L"' 2 4-D and maintained on media with 1
mg/L' 2,4-D. a- Cell with 10 bivalents. b- Diakinesis
with one extra chromesome (arrow). c¢- Methaphase
with one extra chromosome. d- Pachynema with one
extra chromosome (1) and deficiencies (2-3).
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célula es lo que da origen a los cromosomas B.
Posiblemente este pueda ser el origen del
cromosma extra que se observa en el 70% de
las células y por este motivo nunca se lo
observé apareado.

Lee (1984) realizé el estudio de una
progenie de plantas de maiz con el mismo
"pool” genético, regeneradas in vitro y encon-
tré una gran segregacion fenotipica. El nime-
ro de variantes por planta regenerada se
incrementaba de 0,5 en cultivos de 3-4 meses
a 1,3 en cultivos de 8-9 meses. También se
observé una alta frecuencia de ruptura
cromosomica y un incremento en la aparicion
de genes recesivos.

Como ya se menciond, algo semejante
ha ocurrido con los cultivos analizados en este
trabajo, donde se observé un aumento en las
variaciones fenctipicas del 30% al 92% en los
cultivos de 9 meses y 3 afos, respectivamen-
te. Es importante destacar qus, de 38 plantas
obtenidas a partir de callos luego de 3 afios en
cultivo, originados de un Gnico embrién, se han

obtenido 38 fenotipos diferentes, con la apari-
cién de un elevado nimero de genes recesivos,
por ejemplo el Shrunken y el Dwarf. Estos
genes no se encontraban en sus progenitores,
o sea que cada célula o grupo de células
originé una nueva planta con una constitucion
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