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RESUMEN

La factibilidad de produccion de antocianinas in vivo e in vitro a partir de maiz morado y
blanco (Zea mays L.) fueron investigados como una alternativa para la produccion de
metabolitos secundarios. Se indujo la produccion de callo a partir de ambas variedades de
maiz para posteriormente producir antocianinas in vifro en estos cultivos celulares. Los
mejores tratamientos de induccion de callo in vitro fueron diferentes para ambas variedades de
maiz. En maiz blanco, el tratamiento elegido fue medio Murashige y Skoog (MS) con semilla
germinada y concentraciones de 2,4-dichlorofenoxiacético (2,4-D) de 2. En maiz morado, el
tratamiento elegido fue medio N6 con semilla germinada y 2 mg/L de 2,4-D.

Como estudio preliminar los mejores cultivos celulares fueron seleccionados para la
aplicacion de metil jasmonato y la produccion de antocianinas. Aqui con el tratamiento de este
elicitor no se obtuvo respuesta a la acumulacion de antocianinas, por lo que posteriormente se
realizaron los tratamientos de elicitacion in vivo usando como sistema de elicitacion metil
jasmonato, deficiencia de fosfor6 y exceso de sacarosa. El mejor tratamiento de elicitacion fue
en la variedad de maiz blanco con deficiencia de fésforo que indujo una produccion de
antocianinas de 0.06 mg cianidina-3- 3-glucosido/g peso fresco en comparacion con su
control. Por lo tanto la elicitacion in vivo es un método potencialmente interesante para la
produccién de metabolitos secundarios, aunque deben ser optimizadas las condiciones de
temperatura y luz, tipos de elicitor y concentraciones de elicitores.



ABSTRACT

The feasibility of anthocyanin production in white and purple maize cultivated in vivo and in
vitro was studied in order to create a protocol to elicitate secondary metabolites. Calli was
produced from both maize varieties with the purpose to induce anthocyanin production. The
treatments for the induction of in vitro calli were different for each maize variety. In white
maize the best effects were obtained from Murashige and Skoog (MS) medium with sprouts
and 2,4-D concentrations of 2 and 3mg/L. In purple maize the best effect was obtained from
N6 medium with sprouts and 2,4-D 2mg/L. A preliminary study was conducted using the best
tissue cultures and methyl jasmonate was applied to elicitate anthocyanins. In vitro
anthocyanin elicitation was not possible. In order to induce anthocyanins the treatments
(methyl jasmonate, phosphorous deficiency and sucrose excess) were conducted in vivo in
white and purple maize. The elicitation with white maize and phosphorous deficiency
produced anthocyanins in greater quantity compared to its control (0.06 mg cyanidine-3- 3-
glucoside/g fresh weight). In vivo elicitation is an interesting method for the production of
secondary metabolites, although the protocol needs conditions adjustments such as
temperature, light, different types of elicitors and elicitor concentrations.
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INTRODUCCION
En Ecuador, en la zona sierra, el cultivo de maiz es uno de los mas importantes debido a la

amplia superficie sembrada y a que es uno de los principales componentes de la dieta de la
poblacioén que habita en las areas rurales. Se cosecha como maiz suave alrededor de 76.417 ha
con una produccion de 44.447 Tm y con un rendimiento promedio de 0,58 Tm/ha [1]. El maiz
morado también conocido como la variedad racimo de uva, se origina de los Andes del Pert, y
se caracteriza por su color morado de la coronta y granos, debido a su pigmento denominado
antocianinas [2]. En el Pert, su consumo es popular y masivo en forma de chicha y mazamorra
morada [3]. Al contrario del Ecuador, en el que no tiene variedad de usos, mas que en la época
de noviembre para la elaboracion de la colada morada.

El maiz morado ha despertado un gran interés debido a su alto contenido de antocianinas que
se presenta mayoritariamente como cianidina-3-B-glucésido [4]. Se elige al maiz morado
como materia prima potencial para la extraccion de antocianinas debido a que las antocianinas
que se encuentran en el maiz morado presentan una mayor estabilidad que la enocianina de la
uva, a factores como luz, calor y sobre todo a cambios de pH [5]. Ademas, el contenido de

antocianinas en el maiz morado es superior al de otros vegetales como se muestra en la Fig. 1 .
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CONTENIDO DE ANTOCTANINAS

Vitis vinifera variedad purpura[6]
Myrciaria dubia[7]

Vaccinium vitisidaea, L.[8]

Rubus idaeus, L.[8]

Solanum stenotonum([9]

Brassica oleracea var. Capitata[10]
Ficus carica[11]

Vaccinium oxycoccus, L.[8]

Rubus spp.[8]

n
=
=i
]
=
A
19 0]
=

Vaccinium meridionale SW[12]

Ribes nigrum[8]

Vaccinium myrtillus, L.[8]

Palmera Attalea butyracea[12]

Phaseolus vulgaris(raza mesoamericana, frijol negro)[13]
Zea mays L.*

Zea mays L.(variedad morada)[14]

0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3
ANTOCITANINAS mg/g Peso fresco

Fig. 1 Contenido de antocianinas en mg/g de muestra fresca de varias especies de uso agricola y culinario. *
Cuantificacion en maiz morado del contenido en mg de cianidina-3-B-glucdsido/ g de muestra por el método de
pH diferencial [15], realizado en 3 determinaciones, en el laboratorio de Biotecnologia de la Universidad San
Francisco de Quito.

Las antocianinas son parte de la familia de los compuestos fenolicos y estan dentro de la
clasificacion de los flavonoides [16]. Los compuestos fenolicos son parte del metabolismo
secundario de las plantas, es decir, que tienen un papel indirecto en el metabolismo primario
relacionado con el crecimiento y la reproduccion. A los metabolitos secundarios se les
atribuye una variedad muy heterogénea de roles en las plantas como la proteccion UV, la

defensa contra patdgenos y plagas, la intervencion en la fertilizacion, la sefalizacion con
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microorganismos, la regulacion de auxinas y la pigmentacion [17,18]. Las funciones de las
antocianinas en la planta son la coloracion en flores, semillas y hojas, la atraccion de los
polinizadores en los pétalos y la dispersion de semillas [16].

La importancia de las antocianinas se debe a su capacidad para ayudar a la prevencion de
enfermedades coronarias, cancer, y diabetes. Ademas de sus efectos antiinflamatorios y su
habilidad para mejorar la agudeza visual y comportamiento cognitivo [19]. Los efectos
funcionales de las antocianinas se atribuyen a su capacidad antioxidante. Las antocianinas son
excelentes donadores de electrones o hidrogenos ya que forman radicales intermedios
relativamente estables y por lo tanto, tienen la capacidad de quelar metales, inhibir la enzima
lipooxigenasa y captar radicales libres [20]. Estudios realizados con antocianinas obtenidas de
vino han demostrado que son efectivas para atrapar especies reactivas de oxigeno ademas de
inhibir la oxidacion de lipoproteinas y la agregacion de plaquetas [S]. En cuanto al
mejoramiento de la agudeza visual y el comportamiento cognitivo se demostrd este beneficio
de las antocianinas en ratas de laboratorio que fueron alimentadas con extractos de ardndanos
y fresas [11].

Las antocianinas son categorizadas como colorante natural para la creaciéon de productos
funcionales con valor agregado [19]. La preferencia por los colorantes naturales se debe a que
la seguridad de los pigmentos sintéticos ha sido cuestionada, ya que pueden generar diferentes
tipos de reacciones en la salud y como consecuencia se ha reducido el nimero de colorantes
sintéticos permitidos [4]. Debido a esta limitacion y a la tendencia mundial hacia el consumo
de productos amigables con el ambiente y la salud, la extraccion de colorantes naturales ha
aumentado. Las antocianinas son responsables de los colores naranja, rojo y azul. Ademas son

solubles en agua, lo que facilita su incorporacion en sistemas acuosos en los alimentos [21].
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Actualmente, se utilizan los cultivos celulares in vitro para la producciéon de metabolitos
secundarios con valor nutricional y medicinal. La produccion in vitro de metabolitos
secundarios elimina las desventajas estacionarias, las variaciones geograficas y anuales en los
cultivos, y los cambios en los rendimientos debido a enfermedades y plagas [22]. La
produccién biotecnoldgica de metabolitos secundarios en cultivos celulares o en 6rganos de
plantas es una alternativa atractiva [23]. Sin embargo, el potencial de estos cultivos celulares
todavia es limitado ya que no se logra obtener el compuesto que se necesita o se produce en
muy bajas cantidades lo que dificulta el proceso industrial [22]. Este problema se ha visto
parcialmente superado por la seleccion de lineas celulares altamente productivas, modificacién
genética, optimizacion de condiciones fisicas y quimicas del medio de cultivo, adicion a estos
medios de precursores biosintéticos y elicitores para hacer que haya una mayor produccion de
los metabolitos secundarios [24]. En un estudio realizado en células en suspension de cultivos
de Morinda citrifola L. se logré exitosamente inducir metabolitos secundarios mediante la
adicion de hormonas al medio de cultivo MS. Comprobandose que las suspensiones celulares
de raices y frutas pueden ser sistemas efectivos para la produccion a gran escala de
metabolitos secundarios como: antraquinonas, flavonoides y compuestos fenolicos [25]. En la
especie Vitis vinifera L. mediante la adicion de sucrosa (0.12 M) se indujo la acumulacion de
fenoles totales y antocianinas en explantes de hoja. Cuando se adiciond acido abscisico (20
uM) y acido 2-cloroetilfosfonico se obtuvo un efecto sinérgico con la sucrosa para mejorar la

induccion de los fenoles totales y de las antocianinas [26].

Un elicitor puede ser definido como una sustancia, que introducida en pequeas
concentraciones a un sistema de células vivas inicia o mejora la biosintesis de compuestos

especificos [23]. Estos compuestos son inducidos debido al estrés producido por el elicitor y
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tienen funciones antimicrobianas o antiestrés en células vegetales. En el caso de las
antocianinas se puede potencializar su produccién utilizando inductores y factores de estrés
[22]. Existen diferentes investigaciones que comprueban esta teoria. En un estudio realizado
en un mutante de Arabidopsis thaliana (con deficiencia en la habilidad de mantener un nivel
de fosforo interno adecuado) se demostr6 que la insuficiencia de fésforo aumenta la
acumulacion de las antocianinas al menos 100 veces la cantidad que en su fenotipo normal

[27].

La acumulacién de antocianinas inducidas por azucares ha sido observada en diferentes
investigaciones y en distintas especies de plantas. En petunias, los azlicares fueron necesarios
para la pigmentacion de las corolas en desarrollo, mientras que en la piel de las bayas de las
uvas indujeron varios de los genes involucrados en la sintesis de antocianinas. Recientemente
en Arabidopsis, se ha demostrado una induccién especifica de los azucares a la biosintesis de
antocianinas [16]. El metil jasmonato como inductor aumenta la sintesis de antocianinas en
semillas de soya, en semillas de Arabidopsis, en los bulbos de tulipanes y en raices de
duraznos [28]. Sudha y Ravishankar (2011) demostraron que existe un aumento en la sintesis
de antocianinas al cultivar callo de Daucus carota en presencia de metil jasmonato y acido
salicilico, sustancias relacionadas con la respuesta estrés y la activacion de mecanismos de
defensa en plantas, respectivamente [22]. El acido jasmonico y su metil éster, son ciclo
pentanonas que modulan muchos procesos fisioldgicos en las plantas, incluyendo la respuesta

a heridas y a la pudricion de las frutas [28].

El objetivo de este trabajo fue estudiar la factibilidad de produccion de antocianinas in vivo e

in vitro a partir de maiz morado y blanco utilizando tres tipos de elicitores (deficiencia de
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fosforo, altas concentraciones de sacarosa y adicion de la hormona metil jasmonato) como una

alternativa para la produccion de metabolitos secundarios.

MATERIALES Y METODOS
El maiz blanco (Zea mays L. variedad mishka) utilizado provino del sector Nayon (Quito —

Ecuador). El maiz morado (Zea mays L. variedad morada) fue donado por el Departamento de
Agroempresa de la Universidad San Francisco de Quito proveniente de una seleccion artificial

de semillas cultivadas en El Quinche y Yaruqui (Ecuador).

Desinfeccion y siembra de semillas en medio de cultivo in vitro
Se utilizé una desinfeccion con gas, siendo las semillas colocadas en tubos Falcom dentro de

un desecador con una mezcla de 3 mL de 4cido clorhidrico al 37% y 100 mL de cloro

comercial. Se desinfectd por 24 horas [29].

Las semillas desinfectadas fueron sembradas en aproximadamente 30 mL del medio MS en
frascos de 250 mL. Se ajusto el pH de los medios a 5.8 y se autoclavo a 121°C por 45 min.

Fueron sembradas 5 semillas por frasco en la cdmara de flujo laminar.

Induccion de callo en medio in vitro

Estudio preliminar 1.
Los medios N6 y MS, preparados segun las formulas del Anexo 1, fueron suplementados con

cuatro niveles de la hormona 2,4-D (0.5, 1, 2 y 3 mg/L), y ajustados a pH 5.8 antes de ser
autoclavados a 121°C por una hora. Los explantes utilizados (cuatro por frasco) fueron
semilla germinada, raiz, hoja y meristema. Estos fueron expuestos a la luz por 24 h a
temperatura ambiente (aproximadamente 20°C) y después transferidos a la oscuridad también

a temperatura ambiente por tres semanas. Se escogio las concentraciones de hormonas y los
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explantes que produjeron callo en mayor cantidad y magnitud (Protocolo modificado de

Rakchit et al., 2010) [30].

Estudio experimental.
Siguid el proceso anterior con las concentraciones de hormona (2 mg/L, 3 mg/L y 0 mg/L para

el control) y explantes seleccionados (meristema y semilla germinada). A las tres semanas se
conto (en porcentaje) el nimero de callo producidos por frasco. Los callo fueron subcultivados

en medios frescos con la misma composicion por 15-20 dias en oscuridad [30].

Los diferentes tratamientos para induccion de callo se hicieron de acuerdo a la Tabla 1.

Tratamientos Medio Explante Z,Egr(rln(;g?L)
1 N6 Meristema 0
2 N6 Meristema 2
3 N6 Meristema 3
4 N6  Semilla germinada 0
5 N6  Semilla germinada 2
6 N6  Semilla germinada 3
7 MS Meristema 0
8 MS Meristema 2
9 MS Meristema 3
10 MS  Semilla germinada 0
11 MS  Semilla germinada 2

—_
[\

MS  Semilla germinada 3

Tabla 6 Tratamientos para induccion de callo en maiz morado.

Los tratamientos para la induccion de callo en maiz blanco fueron los mismos de la Tabla 1.

Estudio experimental 1y 2.
Para cada una de las variedades de maiz estudiadas se utilizd6 un Disefio Completamente al

Azar (DCA) con arreglo factorial 2x2x3 y tres repeticiones por tratamiento; dando un total de

36 unidades experimentales. Los datos fueron analizados con el andlisis de varianza
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(ANOVA) y las medias evaluadas mediante la prueba de Tuckey al 5 % de probabilidad

utilizando el programa IBM SPSS Statistics Version 19.

Los factores utilizados fueron explantes (semilla germinada y meristema); medios de cultivo
(N6 y MS), y concentraciones de hormona 2,4-D (0 mg/L, 2 mg/L y 3 mg/L). La variable

medida fue porcentaje de produccion de callo por explante [30].

Disefio Experimental 1: maiz morado.

Disefio Experimental 2: maiz blanco.
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Elicitacion con diferentes estimulos in vivo e in vitro en maiz morado y blanco

Estudio preliminar 2: elicitacion de antocianinas in vitro.
Se colocaron los callo provenientes de los mejores medios del Estudio experimental 1 en

diferentes concentraciones de metil jasmonato (100 puM, 30 pM, 'y control 0 uM,)
[16,31,32,33] después de 7 dias se determind la cantidad de antocianinas con el método de pH

diferencial [15].

Elicitacion de antocianinas in vivo.

Lavado y desinfeccion superficial de semillas.
Debido a que las semillas fueron obtenidas de campo se realizo un lavado y lavado superficial

para controlar contaminacion durante la siembra y evitar que afecte los resultados. Las
semillas se sumergieron en una solucién con detergente en polvo durante 5 minutos, luego
fueron enjuagadas con agua corriente hasta retirar los residuos de jabon; en seguida las
semillas se colocaron en una solucion con fungicida (Benlate 4 g/l mas Captan 4 g/L) durante
20 minutos. Se enjuagaron las semillas 5 veces con agua destilada estéril para eliminar el
fungicida [34].
Estudio preliminar 3.

Se utilizdé plantas de maiz blanco y morado de 3 cm de alto y se sembrd en frascos que
contenian agua estéril con papel filtro y concentraciones de 30 uM, 10 uM, y 0 uM de metil
jasmonato, después de 7 dias se observaron los cambios de color para detectar elicitacion de

antocianinas.

Estudio experimental 3.
Las semillas desinfectadas se sembraron en frascos que contenian papel filtro y medio estéril

MS o agua dependiendo del tratamiento a seguir. Las plantulas de una semana de viday 3 cm

de alto se colocaron en los siguientes tratamientos para la elicitacion de antocianinas:
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deficiencia de fosforo (0 mg/L) (Protocolo modificado de Ulrychova et al., 2009) [35], exceso
de sacarosa (60 g/L) y cuatro concentraciones de metil jasmonato (Protocolo modificado de
Lopez et al., 2011) [33]. Después de 7 dias de tratamiento, a temperatura ambiente, 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad, se cuantificaron las antocianinas por el método de pH

diferencial [15].

Disefio experimental
Los 16 tratamientos fueron dispuestos en un Disefio Completamente al Azar (DCA) con tres

repeticiones por tratamiento; dando un total de 48 unidades experimentales. Los datos fueron
interpretados con el analisis de varianza (ANOVA) y las medias evaluadas mediante la prueba

de Tuckey al 5 % de probabilidad utilizando el programa IBM SPSS Statistics Version 19.

Los tratamientos utilizados fueron: control (MS), control (Agua), contenido de fosforo
(KH2PO4) 0 mg/L, contenido de azucar 60 g/L, metil jasmonato 3.3 uM, 10 uM, 30 uM y 100
uM. Estos tratamientos se realizaron en las dos variedades de maiz. La variable de medicion

fue contenido de antocianinas en mg cianidina-3-B-glucésido/g peso fresco [15].

Extraccion y determinacion de antocianinas mediante el método de pH
diferencial [15].
Por cada unidad experimental 0.3 g de muestra fueron macerados en nitrogeno liquido. Al

polvo obtenido se adicioné 3 mL de metanol acidificado (1:99; HCI 37%: metanol al 98%)
[33]. La mezcla se mantuvo en oscuridad por 24 horas a 4°C. Se tomaron dos alicuotas de 1
mL. A la primera alicuota se adicioné 4 mL de buffer de cloruro de potasio pH 1 (0.025 M) y
a la segunda 4 mL de buffer acetato de sodio pH 4.5 (0.4 M). Se midieron las absorbancias a

530 nm y 700 nm y se utilizé agua destilada como blanco [15].
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Se calcul6 la absorbancia con la siguiente formula:
(1)

A= (A530nm - A700nm)pH1 - (A530nm - A700nm)pH4,5

Donde: A= absorbancia

(2)

El contenido de antocianinas fue calculado con la siguiente férmula:

., - L. mg (AXMWxDFx1000)
Concentracion de cianidina — 3 — 8 — glucésido (T) = - x1

Donde: MW= peso molecular de la antocianina como cianidina-3-B-glucésido, 449.2 g/mol;
DF= factor de dilucion (volumen final/volumen inicial); &= coeficiente de extension molar

para la cianidina-3- B-glucésido, 26900; 1= longitud del recorrido en cm.

Se transformaron los datos a mg de cianidina-3- -glucésido/ g de muestra fresca.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Induccion de Callo en medio in vitro
Del Estudio preliminar 1 se eligieron los explantes (semilla germinada y meristema) y

concentraciones de hormona 2,4-D (2 mg/L y 3 mg/L), estos produjeron la mayor cantidad y

calidad de callo.

Induccion de callo en maiz morado.
Para crear el cultivo de células se indujo diferentes explantes de maiz morado con medios (N6

y MS) que contenian diferentes niveles de hormona 2,4-D. En la Tabla 2 se presenta el analisis
de varianza (ANOVA) de la induccién de callo en el maiz morado, observandose que existid

diferencia significativa entre los tratamientos. Los factores que influenciaron en el porcentaje



de produccion de callo fueron: concentracion de hormona, interaccion

interaccion explante-hormona, interaccion medio-explante-hormona.

20

medio-hormona,

FV GL SC CM Fc Ft
Total 35 41857,639

Tratamientos 11 33107,639  3009,785 8,255% 2,22
Medio (A) 1 850,694 850,694 2,333NS 4,26
Explante (B) 1 17,361 17,361 ,048M5 4,26
Hormona (C) 2 16805,556  8402,778 23,048%* 3,40
AxB 1 850,694 850,694 2,333 4,26
AxC 2 5138,889 2569,444 7,048* 3,40
BxC 2 2638,889 1319,444 3,619N 3,40
AxBxC 2 6805,556 3402,778 9,333* 3,40
Error 24 8750,000 364,583

Experimental

*significativo al 5% de probabilidad por la prueba F. N.S. no significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.
Tabla 7 Analisis de Varianza (ANOVA) del porcentaje de callo en maiz morado.

En la Fig. 2 se observa que los tratamientos 2, 3, 5, 9 y 12 fueron los mejores y

estadisticamente iguales.

100

Induccion de callo en maiz morado

|
Medio N6

[«}]

11
Medio MS

Porcentaje induccion callos (%)

Tratamientos

8

11 12

Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la Prueba de Tuckey
Fig. 2 Induccion de callo en maiz morado. I. Tratamientos con medio N6. II. Tratamientos con medio MS.
Tratamiento 1: Medio N6, explante meristema y Omg/L de 2,4-D. Tratamiento 2: Medio N6, explante meristema
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y 2mg/L de 2,4-D. Tratamiento 3: Medio N6, explante meristema y 3mg/L de 2,4-D. Tratamiento 4: Medio N6,
explante semilla germinada y 0 mg/L de 2,4-D. Tratamiento 5: Medio N6, explante semilla germinada y 2mg/L
de 2,4-D. Tratamiento 6: Medio N6, ecplante semilla germinada y 3mg/L de 2,4-D. Tratamiento 7: Medio MS,

explante meristema y Omg/L de 2,4-D. Tratamiento 8: Medio MS, explante meristema y 2mg/L de 2,4-D.

Tratamiento 9: Medio MS, explante meristema y 3mg/L de 2,4-D. Tratamiento 10: Medio MS, explante semilla

germinada y 0 mg/L de 2,4-D. Tratamiento 11: Medio MS, explante semilla germinada y 2mg/L de 2,4-D.

Tratamiento 12: Medio MS, explante semilla germinada y 3mg/L de 2,4-D.

Induccion de callo en maiz blanco

Para la induccion de callo se utilizaron explantes de maiz blanco en dos diferentes medios N6

y MS con 3 diferentes concentraciones de hormona 2,4-D. Segtn los resultados obtenidos del

analisis de varianza (ANOVA) de la induccion de callo en el maiz blanco (Tabla 3) existid

diferencia significativa entre los tratamientos. Los factores que influyeron en el porcentaje de

produccion de callo fueron: medio, explante, concentracion de hormona, interaccion medio-

hormona.
FV GL SC CM Fc Ft

Total 35 41857,639
Tratamientos 11 36024,306° 3274,937  10,480% 2,22
Medio (A) 1 3906,250  3906,250  12,500% 4,26
Explante (B) 1 1406,250  1406,250  4,500%* 4,26
Hormona (C) 2 26076,389  13038,194  41,722% 3,40
AxB 1 17,361 17,361 L0356 4,26
AxC 2 4479,167  2239,583  7,167* 3,40
BxC 2 104,167 52,083 167N 3,40
AxBxC 2 34,722 17,361 L0565 3,40
Error 24 7500,000 312,500
Experimental

*significativo al 5% de probabilidad por la prueba F. N.S. no significativo al 5% de probabilidad por la prueba F.

Tabla 8 Analisis de Varianza (ANOVA) del porcentaje de callo en maiz blanco.
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En la Fig. 3 se observa que los tratamientos 3, 5, 6, 8, 9, 11 y 12 fueron los mejores y

estadisticamente iguales.

Induccion de callo en maiz blanco

I 1I
90 Medio N6 Medio MSO a

abc

bcd bcd

Porentaje de callos (%)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tratamientos

Medias seguidas por las mismas letras no difieren entre si al 5% de probabilidad por la Prueba de Tuckey
Fig. 3 Induccion de callo en maiz blanco. I. Tratamientos con medio N6. II. Tratamientos con medio MS.
Tratamiento 1: Medio N6, explante meristema y Omg/L de 2,4-D. Tratamiento 2: Medio N6, explante meristema
y 2mg/L de 2,4-D. Tratamiento 3: Medio N6, explante meristema y 3mg/L de 2,4-D. Tratamiento 4: Medio N6,
explante semilla germinada y 0 mg/L de 2,4-D. Tratamiento 5: Medio N6, explante semilla germinada y 2mg/L
de 2,4-D. Tratamiento 6: Medio N6, ecplante semilla germinada y 3mg/L de 2,4-D. Tratamiento 7: Medio MS,
explante meristema y Omg/L de 2,4-D. Tratamiento 8: Medio MS, explante meristema y 2mg/L de 2,4-D.
Tratamiento 9: Medio MS, explante meristema y 3mg/L de 2,4-D. Tratamiento 10: Medio MS, explante semilla
germinada y 0 mg/L de 2,4-D. Tratamiento 11: Medio MS, explante semilla germinada y 2mg/L de 2,4-D.
Tratamiento 12: Medio MS, explante semilla germinada y 3mg/L de 2,4-D.

La composicion y concentracion de los reguladores de crecimiento son factores que
determinan la formacion de callo y la regeneracion de plantas en el cultivo de tejidos. Segun
Garcia et al. (2006) los callo presentan un mayor crecimiento a medida que se incrementan las

concentraciones de 2,4-D en los medios de cultivo [36].
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En el estudio realizado por Espinosa et al. (2012) en Morus alba L. al sembrar los explantes de
hojas, peciolos y tallos con 2,4-D en diferentes concentraciones, se determind que todas las
mayores a 0.5 mg/L obtuvieron 100% de formacién de callo; paralelamente, en los
tratamientos que no contenian este regulador del crecimiento no formaron callo [37]. En el
presente estudio se pudo observar rangos de 17-92% en la induccion de callo en maiz morado
y blanco, similar a los resultados obtenidos por Espinosa et al. (2012) y por Jakubekova et al.
(2011) que en maiz observd la iniciacion de produccion de callo a partir de embriones

inmaduros desde el séptimo dia con un porcentaje de callo formado de 95% [37,38].

En las dos variedades de maiz se pudo observar que cuando no se aplic6 2,4-D se obtuvo bajo
porcentaje de formacion de callo. En maiz morado y blanco el porcentaje de produccion de
callo con 0 mg/L de 2,4-D fue de 6.25%. Esta formacion de callo se puede explicar debido a la
presencia de auxinas a nivel enddgeno en los meristemas o en la semilla germinada que

permiten la desdiferenciacion y proliferacion celular [39].

Las inconcordancias observadas en los resultados de induccion de callo en maiz morado y
blanco se pueden explicar por las diferencias genotipicas de cada variedad como se reporta en
estudios realizados por Danson et al. (2006) en que el genotipo juega un rol crucial en la
formacion de callo y en la regeneracion de plantas [40]. En una investigacion realizada por
Gonzélez et al. (2012) en lineas de maiz argentinas se obtuvieron resultados heterogéneos de
formacion de callo, identificandose solamente 48 lineas que desarrollaron callo y solo 7 lineas

que lograron hacer embriogénesis somatica y regeneracion [41].

La eficiencia de la micropropagacion difiere debido a variaciones en concentracion de

reguladores de crecimiento y otros suplementos que se afiaden al medio. En un estudio hecho
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en maiz de la India no se obtuvieron callo usando solamente 2,4-D, por el contrario, se
obtuvieron resultados positivos al combinar dos hormonas: 2,4-D y BAP. Concentraciones
excesivas de 2,4-D y BAP afectaban negativamente a la formacion de callo (2.5-3.5 mg/L de

2,4-Dy 1.5-2.5 mg/L de BAP) [42].

El callo obtenido de embriones maduros regenera con mayor eficiencia que otros explantes
[43]. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en esta investigacion ya que en las dos
variedades de maiz se obtuvo el mayor porcentaje de callo utilizando semilla germinada
(embriones maduros) con hormona 2 y 3 mg/L. La iniciacion, el mantenimiento de las células,
tejidos y la regeneracion exitosa de las plantas dependen del genotipo y tejido usado, del
estado de desarrollo de la planta, del medio de cultivo y del entorno en cada etapa del
desarrollo. La edad de los embriones, su emplazamiento en el medio y su composicion son los
factores mas importantes [44]. Son estas razones por las que se pudo observar una diferencia
en la obtencion de callo en los dos tipos de maiz usados para esta investigacion, cada una de

las variedades tiene sus condiciones Optimas para la generacion de callo.

Elicitacion de antocianinas in vivo e in vitro.

Estudio preliminar 2: Elicitacion de antocianinas en callo.
Posteriormente, los callo provenientes de los mejores tratamientos del Estudio experimental 1

fueron utilizados para la elicitacion de antocianinas antes de desarrollar la suspension de
células, como ensayo de factibilidad de la induccion. Para el caso del maiz morado se escogid
el tratamiento 5 debido a que el explante de semilla germinada es mas facil de obtener y se
utiliza menor cantidad de hormona, y para maiz blanco se eligid el tratamiento 11 por las
razones descritas anteriormente. En la Tabla 4, se puede observar que después de la aplicacion

de la hormona a los callo, no hubo respuesta en la produccion de antocianinas.
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*mg cianidina-3- -

Variedad Tratamientos Ay
glucosido/g peso fresco

Callo Control agua 0
Maiz Metil jasmonato 30uM 0
Blanco Metil jasmonato 100pM 0
Callo Control agua 0
Maiz Metil jasmonato 30uM 0
Morado Metil jasmonato 100uM 0

* Tres determinaciones
Tabla 9 Elicitacion de antocianinas medidas como mg de cianidina-3- B-glucosido/g de peso fresco en callo con
diferentes concentraciones de metil jasmonato



