Cultivo “ In Vitro” de maiz
Maize “In Vitro” culture
Ma. Elena Gonzéalez Guajardo’, Humberto de Leén Castillo*
Resumen

El proyecto Cultivo “in vitro” de maiz utiliza diversas técnicas de laboratorio como
son: cultivo de tejidos vegetales, métodos de densidad, seleccidén para resistencia a
enfermedades y evaluacion para tolerancia a sequia. Para la determinacion de cada
una de las técnicas inherentes se realizaron estudios preliminares, para determinar
condiciones de laboratorio, umbrales de toxicidad, presiones osméticas requeridas,
concentracion de soluciones de densidad variable, tamafio y condiciones de muestra,
ndamero de repeticiones por experimento, variables a medir y el tiempo que tardaria
cada uno de los procesos. Este proyecto encierra actividades del area exploratoria y los
resultados son entregados al fitomejorador que lo solicita para que €l haga uso de ellos,
aplicandolos a los materiales que contempla en su proyecto de investigacion y de esta
manera contribuir al programa de mejoramiento genético del Instituto Mexicano del
Maiz.
Palabras Clave: Resistencia, tolerancia, cultivo de tejidos vegetales, umbral de
toxicidad, presion osmotica.

Abstract

The pilot project “in vitro” corn culture uses different laboratory technics like:
vegetable tissue culture, variable density methods, selection for diseases and drought
resistance evaluation. For the determination of each one of the inherent technics,
preliminary studies were carried out to determinate laboratory conditions-toxicity —point,
osmotic-pressure request, concentration of variable density solutions, size and
conditions of sample, number of repetitions per experiment, variables for measure and
time that each of the processes would take. This pilot project closes activities of the
exploratory area and the results are delivered to the plant breeding researchers for the
best use of them. The plant breeding researchers apply these results to their materials
that they contemplate in their research project and in this way make their contribution for
the Mexican Corn Institute genetic improvement.

Key words: Resistence, tolerance, vegetable tissue culture, toxicity threshold, osmotic
presion

Introduccion
A. Cultivo de tejidos vegetales. Su potencial es muy amplio pudiéndose obtener plantas

a partir de cualquiera de sus partes como las siembras de: Meristemos en la
obtencién de plantas libres de virus. Embriones en resistencia a enfermedades,
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tolerancia a condiciones adversas, embrion abortivo o0 dafado. Partes
especializadas en la preservacion de individuos valiosos, Células en el
mejoramiento, clonacion, etc.

Utilizacion del método de densidad variable. La densidad especifica del grano
presenta correlacion positiva con el peso del grano, asi como el peso es
directamente proporcional a la densidad, se aprovecha esta metodologia en la
busqueda de mayores rendimientos por hectarea.

Seleccion de genotipos de maiz tolerantes a sequia. Ante la imposibilidad de
controlar el ambiente, es urgente la seleccién genética de materiales tolerantes a
condiciones adversas como la sequia.

Seleccion de genotipo de maiz resistentes a Fusarium moniliforme. La proliferacion
de Fusarium es alarmante y los productos quimicos de combate hacen incosteable
la produccion, por lo que debe realizarse la seleccién genética.

Metodologia Experimental.

A

Cultivo de tejidos vegetales. El cultivo “in vitro” es una técnica para desarrollar
nuevas plantas en un medio nutritivo artificial bajo condiciones asépticas de
laboratorio a partir de segmentos muy pequefios de la planta, seleccionandose en
base a su potencial genético y objetivo de la investigacion, al igual que los medios
nutritivos artificiales que estan constituidos principalmente a base de sales
inorganicas, soluciones organicas, sacarosa, agar y reguladores de crecimiento.

Método de densidad variable. El método se basa en la utilizacion de una mezcla de
densidad variable constituida de cloroformo y acetato de etilo como indicadora de la
densidad del grano. La muestra total de material vegetativo que se somete a esta
prueba es separada en A (> densidad) y b (<densidad). EI mas denso o pesado se
va a campo Yy regresa el proximo ciclo para ser evaluado y asi sucesivamente
sefialando que hay buenos resultados en cuanto a incremento en peso se refiere.

Seleccién de genotipos de maiz tolerantes a sequia. Evaluacion “in vitro” de
genotipos de maiz tolerantes a sequia mediante el uso de secuestradores de
humedad. Para la evaluacion de genotipos en laboratorio se siembran 10 semillas
por taco en un sustrato como papel secante, del utilizado en ensayos de
germinaciéon y humedecidos a saturacion completa con las soluciones a la
concentracion a evaluar. Previo al humedecimiento el papel secante se divide en 2y
se raya con distancias de 2 cm, a partir de la parte media, sujetando las semillas con
pegamento. Se utiliza doble la hoja del mismo tamafio y cantidad de solucion; en
una se siembra y con la otra se cubre. Para la preparacion de estas soluciones se
siguen las ecuaciones propuestas por Michel et al 1983 para el polietilenglicol y la
ecuacion propuesta por Van't-Hoff para manitol.



Ecuacion de Michel et al

YI1=1.29 (PEG)? T- 140 8PEG)? -4 (PEG)

Donde : YT1= Potencial Osmatico

T = Temperatura
Peg = Polietilenglicol
Preparar P:E:G: a una concentraciéon de —4 bar

Ecuacion de Van’ RT NS

Vv

Donde: I1=Presién osmotica

R=Constante de los gases
T= Temperatura
V= Volumen
NS= Numero de moles
Preparar Manitol a una concentracion de -5 bar.

Una vez hecho lo anterior, el papel secante con la siembra de semillas es enrollado en
forma de taco. Posteriormente a esto, cada taco, previamente identificado es colocado
en bolsas de polietileno en una camara germinadora con luz de 25 — 28° C. Para la
toma de datos 7 dias es suficiente para los testigos. Para los materiales sometidos a
secuestradores de humedad, la toma de datos se realiza al 10° dia.

D.

Seleccion de genotipos de maiz resistentes a enfermedades.

Recoleccion de material enfermo.

Preparacion del medio para el aislamiento del hongo.
Aislamiento del hongo en el laboratorio.-

Siembra de material enfermo.

Identificacion del patogeno.

Conservacion del hongo.

Preparacion del medio para obtener el filtrado téxico.
Inoculaciéon del medio papa-dextrosa-sacarosa
Agitacion del pds inoculado.

Para confirmar la ausencia de azucares, se utiliza el reactivo Benediet o bien tiras
de glucosa.

Pasteurizacion.

Siembra de materiales e inoculacion.

Toma de datos.

Nota: Se mencionan solo los pasos por falta de espacio.

Preparaciéon e inoculacion de palillos de dientes infestados con el hongo para
evaluacion de resistencia.



Para 50 g. ( 2 frascos de Gerber)
A: Preparacion de los palillos de dientes

|. Poner a hervir por 2 horas en un vaso de precipitado 10 palillos.
2. Pesar 1.,9 g. De media PDA y pasarlos a un vaso de precipitado
3. Agregar 50 ml. De agua destilada.

4. Agitar y calentar para disolver el medio

5. Vaciar 25 ml. De medio en cada frasco de Gerber

6. Colocar palillos por frasco y sellar.

7. Esterilizar medio y palillos por 1 hora a120°C.

B.Inoculacion del medio con el hongo:

1, Colocar micelio del hongo sobre el medio nutritivo
2. Mantener el material en incubacién por 15 dias a 245°C para un buen desarrollo del
hongo sobre los palillos de dientes.

C. Inoculacion de entrenudos del tallo con palillos de dientes infestados con el hongo.

Colectar del campo tallos de plantas a evaluar

Fraccionar el tallo

Hacer un orificio con ayuda de un alambre grueso en el centro del entrenudo
Encajar en el orificio el palillo de dientes infestado, atravesando completamente el
entrenudo

Colocar el entrenudo inoculado en una bolsa de plastico

Inocular en una estufa a 20°C

Evaluar el dafio causado por el hongo después de 4 semanas, esto en base al grado
de avance del hongo en el interior de los tejidos del entrenudo.

Eall A

No g

En Campo.- hacer un orificio en el 2° entrenudo en etapa de floracion y ahi encajar el
palillo de dientes exactamente a la mitad del 2° entrenudo. Después de cosecha cortar
la planta abrir el tallo y medir el dafio o avance del hongo.

Resultados Y Discusion.

A Cultivo de tejidos vegetales. Se han establecido técnicas sencillas y practicas que
merecen adecuacion anual, dependiendo del potencial genético del material y
objetivo de la investigacion. Estas técnicas son la herramienta basica con que se
desarrollan los otros subproyectos dentro del proyecto cultivo “in vitro” de maiz. En
el 2003 se di6 apoyo al proyecto de desarrollo plantas de doble propésito
(ornamental y medicinal). Se apoy6 al rescate de individuos valiosos y estimulos de
germinacion.

B. Método de densidad variable. Se evaluaron los materiales involucrados en el

programa de calidad nixtamalera del I.M.M., mediante varias metodologias como:
peso volumétrico, densidad con picnémetro, densidad con densimetro y el de
densidad variable.



C. Seleccién de geneotipos de maiz tolerantes a sequia. Se evaluaron 221 hermanos
completos provenientes del convenio CIMMYT-UAAAN para el programa Bajio-
Valles Altos y 181 colectas de materiales del proyecto Rescate de maicescriollos.

D. Seleccién de genotipos de maiz resistentes a enfermedades se evalué material
genético proveniente de Derramadero municipio de Saltillo, 181 colectas de los
estados de Coahuila, Nuevo Ledn, Zacatecas y San Luis Potosi.

Conclusiones

A Cultivo de tejidos. La obtencion de individuos valiosos por este mecanismo es la
contribucion al fitomejorador en la formacion de materiales superiores.

B. Método de densidad variable. La separacion de la semilla en tamafio, peso,
densidad y forma ha resultado ser magnifica herramienta en el mejoramiento de la
calidad de la misma.

C. Seleccién de genotipos de maiz tolerantes a sequia. La sequia es uno de los
factores ambientales que mayormente limita la productividad de los cultivos y ante la
imposibilidad de controlar el ambiente urge la seleccion genética.

D. Seleccion de genotipos de maiz resistentes a Fusarium moniliforme. La proliferacion
de enfermedades ocasionadas por hongos es alarmante. El problema de Fusarium
no es solo nacional sino mundial, por lo que requiere atencion prioritaria.

Es de todos conocido que el maiz que se produce en México en su mayoria proviene de
areas de temporal 85% donde se cultiva frecuentemente bajo condiciones adversas y
en peligro de extincion las variedades criollas que conforman la biodiversidad, riqueza
de México. Atendiendo las consideraciones anteriores desde la década de los 70’s la
entonces seccion maiz cre6 un laboratorio que sirviera para la realizacién de estudios
‘in vitro” que permitieran tener un avance sobre la seleccién y mantenimiento de
materiales superiores.

Recomendaciones Técnicas.

Es conveniente que todos los genotipos de maiz que interesen en un programa
de mejoramiento genético como el del I.M.M, sean sometidos a todas las evaluaciones
de laboratorio con el fin de aplicarles todos los criterios de seleccion y asi lograr un
mejoramiento integral de los mismos, contribuyendo asi los laboratorios con el
fitomejorador a la formacion de materiales superiores.
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