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Resumen. Se evalué una metodologia de cultivo in vitro tendiente
a mejorar la regeneracion de plantas de maiz por organogénesis directa, con
el objetivo de lograr miiltiples véstagos genéticamente homogéneos. La
misma consiste en la utilizacién del meristema apical como explanto y el
agregado de 2 mg/l de benziladenina (BA) al medio de cultivo Murashige y
Skoog (MS). Se utilizaron dos lineas experimentales de maices forrajeros. En
éstos se evaluaron dos frecuencias de subcultivos (cada 15 6 30 dias) en la
linea L.850 y 1 frecuencia (cada 30 dias) para la linea L.769. La linea 1..850
alcanzé su mdxima tasa de regeneracién en el segundo repique (1,8 plantas)
con subcultivos cada 30 dfas, y en el quinto subcultivo (1,8 plantas) con sub-
cultivos cada 15 dfas. La linea L.769 alcanz6 la mdxima tasa de regeneracién
en el cuarto subcultivo (1,7 plantas). Los valores mencionados son bajos
comparados con embriogénesis somética, pero no se detectaron variaciones
somaclonales en los fenotipos de las plantas a campo; se observé una acen-
tuada uniformidad dentro de las lineas.

Palabras clave: micropropagacién, tasa de regeneracién, cultivo in
vitro, Benziladenina, maiz forrajero, Zea mays L., Zea diploperennis 1, D&G.

Abstract. An optimized methodology for improving regeneration of
maize plants by direct organogenesis was evaluated. Our objective was to
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obtain genetically homogeneous plants through in vitro methods to regenera-
te clumps of multiple shoots from shoot tips at high frequency. Cultures were
initiated from shoot tips of experimental lines of maize on a Murashige &
Skoog (MS) medium supplemented with 2 mg/l benziladenine. Two experi-
mental forage maize lines were used, in which two frequencies of subcultu-
res were evaluated, namely line L. 850 (every 15 or 30 days) and line L.769
(every 30 days). It was observed that the highest rate of regeneration in line
L..850 was reached in the second subculture (1.8 plants) with subculture every
30 days, and in the fifth subculture (1.8 plants) with subculture every 15 days.
In line L..769, the highest frequency of regeneration was reached in the fourth
subculture (1.7 plants). Regeneration rates were low compared with somatic
embryogenesis, but no somaclonal variations were detected in field plant phe-
notypes; a marked uniformity was detected within lines.

Key words: micropropagation, regeneration rate, in wvitro culture,
Benziladenine, forage maize, Zea mays L., Zea diploperennis 1, D&G.

INTRODUCCION

La introgresion de genes de la especie silvestre Zea diploperennis Iltis,
Doebley y Guzmén en el genoma de Zea mays L. permitirfa incorporar atribu-
tos morfolégicos de interés para la utilizacién forrajera de la especie (Troiani et
al., 1988; Paccapelo y Molas, 1996). El desarrollo de lineas endocriadas a par-
tir de poblaciones recombinantes entre ambas especies se alarga respecto al
método tradicional de cruzas intraespecificas, debido a la incorporacién de
muchos genes indeseables de la especie silvestre (Bolafio et al., 2005).

La aplicacién exitosa de las técnica de cultivo de tejidos es una her-
ramienta muy poderosa para suplementar los métodos fitotécnicos conven-
cionales para el mejoramiento de los cultivos (Rapela, 1986).

Hasta hace unos pocos afios, era dificil obtener pldntulas regeneradas
mediante cultivos de callo embriogénico o por organogénesis directa en maiz
(Zea mays L.), sorgo (Sorghum bicolor Moench.) y otras gramineas (Vasil y
Vasil, 1985; Rosatti et al., 1994, Boget et al., 1995, Santos et al., 1996 y
Seetharama et al., 2000 citados por Iracheta—Donjuan et al., 2003). Sin embar-
go, son numerosos los antecedentes de obtencién de plantas de maiz a partir
de callos organogénicos y/o embriogénicos en la actualidad (Garcia et al.,
1992; Garcia y Molina, 1998; Huang y Wei, 2004; Guangyuan et al., 2006).

Actualmente, el uso de embriones inmaduros de 1-2 mm de longi-
tud, obtenidos a los 10-15 dias después de la fertilizacién (Green y Phillips,
1975; Springer et al., 1979; Duncan et al., 1985; Vasil et al., 1985) es el
explanto més usado para obtener callos.

La utilizacion del medio de cultivo Murashige y Skoog (MS)
(Murashige y Skoog, 1962) y Chu (Chu, 1978) (N6) con el agregado de dcido

2,4~ diclorofenoxiacético (2,4-D) induce la formacién de callos. Sin embar-
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20, los mismos tienden a oxidarse, dependiendo del genotipo, impidiendo la
proliferacién y posterior regeneracién (Milldn y Cagnasso, 1997).

La organogénesis directa a partir de dpices produce escasos vdsta-
gos en maiz (Raman et al., 1980 citado por Iracheta—Donjuan et al., 2003).
Sin embargo, recientes estudios mencionan un alto grado de desarrollo de
tallos adventicios, yemas axilares y embriones somaticos (Zhong et al., 1992 a).
Por otra parte, la respuesta del cultivo de tejido de maiz estd muy influencia-
da por el genotipo, ya que con algunos se obtienen resultados exitosos, mien-
tras que con otros la respuesta ha sido baja o nula (Tomes y Smith, 1985).

La regeneracién de plantas utilizando como explanto meristemas api-
cales, es mucho menos dependiente del genotipo comparado con los embrio-
nes inmaduros. Otra de las ventajas de la utilizacién de meristemas apicales
como explanto es que es més rdpido y sencillo de obtener, comparado con los
embriones inmaduros, que deben obtenerse de plantas enteras, requiriendo
mayor tiempo, espacio y a veces costo (Wenbin Li et al., 2001).

El apice de maiz puede ser utilizado como explanto para inducir la
formacién de mudltiples véstagos o embriones sométicos in vitro, variando
las concentraciones de benziladenina (BA) y 4cido 2,4- diclorofenoxiacéti-
co (2,4- D) en el medio de cultivo (Zhong et al. ,1992b; Garcia et al., 1996).

Los requerimientos de BA en genotipos de maiz, tanto para la formacién de
tallos como de embriones sométicos, indicarian que la misma podria ser la clave de
la regulacién de la morfogénesis en cultivos de meristemas de maiz. Por su parte, el
cultivo de dpices de maiz con el agregado de 2,4-D solamente, no regenera plantas
(Zhong et al., 1992a). Ademés, el uso de 2,4-D en concentraciones mayores de
4mg/l tiene altas posibilidades de mutaciones sométicas (Huang y Wei, 2004).

La organogénesis directa en especies como el maiz, permitiria evadir
los problemas hormonales que se presentan al tratar de regenerar pldntulas via
cultivo de células, callos y embriones sométicos. Sin embargo, la produccién
de brotes resulta escasa usando la misma (Iracheta-Donjuan et al., 2003).

La estabilidad genética en lineas endocriadas de un programa de
mejoramiento tradicional demanda un largo periodo de tiempo, més atin
cuando se logran lineas provenientes de cruzas amplias requiriéndose
aumentar el nimero de generaciones de endocria para uniformarlas.

La multiplicacién agdmica (clonacién) utilizando el cultivo in vitro
ayudaria a lograr la uniformidad de las lineas experimentales permitiendo
la obtencién de dos generaciones de endocria al afo.

La clonacién a partir de miltiples vdstagos, sin el uso de 2,4-D, evi-
tarfa las variaciones somaclonales que se generan como resultado de la uti-
lizacién de este regulador de crecimiento.

Nuestro objetivo fue obtener una alta tasa de multiplicacién asexual
de individuos de lineas endocriadas (Sg) originadas de la cruza entre Zea
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mays L. x Zea diploperennis lltis, Doebley y Guzmén para acentuar la uni-
formidad genética en sus caracteristicas forrajeras.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron semillas de las lineas endocriadas (Sg) L.769 y 1..850
provenientes de la poblacién segregante derivada de la cruza entre Zea
mays L. x Zea diploperennis 1ltis, Doebley y Guzman. Se lavaron con agua
destilada y Triton en agitacién durante 20 min y posteriormente se las
someti6 a un proceso de desinfeccién que consistié en: lavado con etanol
al 70% durante 15 min, agua estéril 3 veces, hipoclorito de sodio 80 g/l al
30% durante 30 min y se enjuagaron 4 veces con agua estéril.

Las semillas permanecieron 24 h en agua estéril y se realiz6 en una
segunda desinfeccién que consistié en un lavado con lavandina 802 g/l al
20% durante 15 min en agitacién y 4 enjuagues con agua estéril.

Se extrajeron los embriones maduros tratando de eliminar todo el
endosperma residual y se colocaron en tubos de 60 ml en el medio MS séli-
do en oscuridad durante 3 a 5 dias para finalmente extraer el dpice. Estos
dpices se sembraron en MS con el agregado de 500 mg/l de caseina hidro-
lizada, 3 % de sacarosa, y 2 mg/l de benziladenina.

A los treinta dias de la siembra se iniciaron los subcultivos, y éstos se
efectuaron cada treinta dias en la linea 769 y cada quince o treinta dias en la
linea 850. Esta etapa de multiplicacién se llevé a cabo en una cdmara de creci-
miento con 16 h de luz, una intensidad luminica de 85 pmoles/m2/s a 26 + 1 °C.

La variable analizada fue el nimero de individuos obtenidos por
explanto. Se evalué6 la respuesta a partir del tercer subcultivo, y se esta-
blecieron tres categorias: sin respuesta (menos de cinco individuos), media
(entre cinco y diez), y alta (mayor de diez).

Se determiné la tasa de regeneracién entre subcultivos como el
cociente entre nimero de individuos logrados en un determinado subcul-
tivo respecto al nimero de individuos del subcultivo anterior.

El enraizamiento se efectué en un medio MS libre de reguladores de
crecimiento, permaneciendo en la cdmara alrededor de 50 dias en las mis-
mas condiciones de intensidad luminica y temperatura que las menciona-
das en la etapa de multiplicacién. La etapa de rustificacién se llevé a cabo
en inverndculo donde permanecieron durante 51 dias y posteriormente fue-
ron llevadas a campo. Se trasplantaron en surcos a campo 11 plantas de la
linea 1..850 con subcultivos cada 30 dias 6 30 plantas con subcultivos cada
15 dias, y 20 plantas de la linea 1..769 con subcultivos cada 30 dias. La
separacién entre plantas dentro del surco fue de 0,70 m y 0,30 m.
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RESULTADOS Y DISCUSION

La linea L..769 con subcultivos cada 30 dias mostré un comporta-
miento diferencial de los individuos, tanto dentro como entre los subculti-
vos (Tabla 1). La respuesta fue media para los individuos 1, 5, 7, 10, 12, 13,
15y 19, y alta para el individuo 9 en el cuarto subcultivo.

La linea 850 con subcultivos cada 30 dias mostr6 que los individuos 14 y
16 tuvieron una respuesta media para el cuarto subcultivo y sélo en el individuo 6 la
respuesta fue alta (Tabla 1). El resto de los individuos no respondi6 al tratamiento.

Tabla 1. Nimero de individuos obtenidos por explanto en lineas autofecun-
dadas de maices forrajeros derivadas de una poblacién recombinante, ori-
ginada de la cruza entre Zea mays L x Zea diploperennis lltis, Doebley y
Guzman. Los nimeros inmediatamente debajo del subtitulo “Subcultivos cada
15 6 30 dias” representan el nimero de subcultivos.
Table 1. Number of individuals obtained per explant in selfpollinated lines of forage maize,
derived from a recombinant population of the cross between Zea mays L x Zea diploperennis
lltis, Doebley and Guzman. Numbers immediately below the subheading “Subcultivo cada 15
6 30 dias” represent the number of subcrops.
L.769 L.850 L.850
Explanio | Subcultivo cada 30 dias | Subculiivo cada 30 dias Subcultivo cada 15 dias
1 2 3 411 2 3 411 2 3 4 5 6 7

1 1 4 | 4 | 6

2 1 2 | 4| 2

3 1 1 2 | 2

4 2 2 2 2

5 1 2 |2 8

6 2 2 3 | 4

7 1 1 2 7

8 1 1 1 1

9 2 | 3 |10]|15

10 1 1 3| 6

11 1 1 2 | 4

12 1 3 4 | 9

13 1 1 3 6

14 1 1 2 | 4

15 1 34|29

16 1 1 1 2

17 1 1 2 5

18 1 1 2 | 4
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L.850
Subcultivo cada 15 dias

35
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10 | 27
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4
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L.850

15
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Explanto Subcultivo cada 30 dias | Subculiivo cada 30 dias

19
20
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11
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13
14
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16
17
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11
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En la linea L..850 también se efectuaron subcultivos cada 15 dias
hasta el séptimo subcultivo (Tabla 1). En éste tltimo, los individuos 9, 10
y 11 tuvieron alta respuesta. La ventaja de este tratamiento en cuanto al
ndmero de individuos clonados se verfa contrarestada por el aumento del
riesgo de contaminacién de los explantos, la posibilidad de inducir muta-
ciones en los individuos, y la floracién anticipada al acumular horas de luz
en cada subcultivo.

Zhong et al. (1992a) lograron la regeneracion de plantas de distintos
genotipos de maiz con el solo agregado de BA utilizando como explanto el
dpice meristemético. Estos autores estudiaron la eficiencia relativa en la pro-
duccién de véstagos luego de ocho semanas en las que se efectué un cultivo
y un subcultivo en el medio MS suplementado con caseina hidrolizada y
2mg/1 de BA. El comportamiento de los genotipos fue diferente debido a que
solo dos de ellos produjeron mis de 20 védstagos por meristema cultivado
mientras que el resto no superé los diez. Los tallos se presentaron bajo la
forma de multiples vdstagos con dos origenes diferentes: uno adventicio y otro
a partir de yemas axilares.

El uso conjunto de 2,4- D y BA increment6 el nimero adventicios tanto
por embriogénesis directa como a partir de callos que se originaron en el explanto;
utilizando solo 2,4-D no se logré la regeneracwn de plantas (Zhong et al., 1992 a).

La induccién de callos, por la accién del 2,4-D, originé la aparicién
de variaciones somaclonales que resultan indeseables cuando se pretende
obtener una multiplicacién clonal de individuos (Garcia et al., 1992; Bai y
Knott, 1993 cit. por Molina y Garcia, 1998).

La L.850 con subcultivos cada 30 dias alcanzé su méxima tasa de
regeneracién en el segundo subcultivo (1,8 plantas), descendiendo abrupta-
mente en el tercero, y manteniéndose estable en el cuarto subcultivo (Fig. 1).

La 1..850 con subcultivos cada 15 dias mostré la mayor tasa de rege-
neracién en el quinto subcultivo (1,8 plantas), o sea a los 75 dias de ini-
ciado el cultivo, y a partir de allf los valores de regeneracién descendieron
abruptamente (Fig. 1). Comparando ambos tratamientos se observa que el
tratamiento cada 15 dfas fue ineficiente tanto desde el punto de vista tem-
poral como operativo, reflejindose en un mayor consumo de drogas, mayor
demanda de mano de obra, aumento del riesgo de contaminacién y mayor
probabilidad de mutaciones (Garcfa et al.,1992).

La linea L..769 present6 una respuesta relativamente uniforme a lo
largo de los distintos subcultivos a partir del segundo subcultivo (Fig. 1). La
mdxima tasa de regeneracion fue obtenida en el cuarto subcultivo (1,7 plan-
tas). El aumento en la tasa de regeneracion que se logré entre el segundo y
el cuarto subcultivo, no resulté eficiente desde el punto de vista practico.
Esta respuesta diferencial entre genotipos estd ampliamente corroborada en
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Fig 1. Tasa de regeneracién de lineas experimentales de maiz forrajero en fun-
cién del nimero de subcultivos.

Fig 1. Regeneration rate of experimental lines of forage maize versus the number of subcultures.
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la bibliografia (Tomes y Smith, 1985 cit. por Garcia et al., 1992; Vasil y
Vasil, 1985; Shyamala y Smith, 1990).

El valor médximo de la tasa de regeneracion fue précticamente coinci-
dente en los tres tratamientos (Fig. 1), y se considera bajo respecto a los valores
obtenidos por tratamientos con numerosos subcultivos a través de embriogéne-
sis somdtica (Green y Phillips, 1975; Garcia et al., 1992) e indicativo de que el
segundo subcultivo serfa el 6ptimo. Nuestros resultados coinciden con la biblio-
graffa respecto a que no resulta exitoso trabajar con numerosos subcultivos. Se
debe resignar el nimero de plantas regeneradas para no aumentar la probabili-
dad de mutaciones o variaciones somaclonales (Garcia y Molina, 1998).

La baja produccién de brotes por organogénesis directa a partir de
dpices fue mencionada en investigaciones previas en maiz (Raman et al.,
1980 cit. por Iracheta-Donjuan, 2003).

Los porcentajes de enraizamiento de las lineas 1..769 y 1.850 con
subcultivo a los 30 dias para ..769 o a los 15 dias para 1..850 fueron de 68,
64 y 48%, respectivamente. Los subcultivos fueron posteriormente llevados
al campo para que continuaran con sus etapas de crecimiento y desarrollo.

La observacion fenotipica de las plantas llevadas a campo no per-
miti6 detectar variaciones morfolégicas, lograndose un alto grado de uni-
formidad dentro de las lineas.
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CONCLUSIONES

El uso de un tnico regulador de crecimiento (BA) y bajo ndmero de
subcultivos permite regenerar individuos con menores probabilidades de
mutaciones. Si bien el nimero de individuos regenerados es menor compa-
rado con la embriogénesis somética, el mismo resulta exitoso cuando el
objetivo es multiplicar fielmente el genotipo de una linea selecta.

Se deberfa ajustar el tipo y la dosis de reguladores a fin de optimi-
zar el ndmero de individuos regenerados.
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