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RESUMEN

La estructura en superficie y la organizacién de los cultivos in vitro iniciados a partir de embriones
inmaduros y de mesocotilos de plantulas de maiz, fue observada utilizando la Microscopia Electrénica de
Barrido (MEB). Aunque los cultivos de tejidos parecieron crecer en forma de verdaderos callos, la observa-
cién con MEB, revel6 que este crecimiento es una mezcla de células indiferenciadas (isodiamétricas) y en
diferenciacion (elongadas). Una aparente diferenciacion al azar del xilema ocurre en los cultivos primarios.
Estos cultivos responden a la induccién morfogenética en medios de cultivo modificados, formando cen-
tros meristemoides que contienen elementos conductores.

El andlisis de secciones de cultivos iniciados a partir de mesocotilos con el escutelo, indica que el me-
socotilo es el tejido de origen. Por ende, el escutelo parece no tener relacion con la formacion del callo.

SCANNING ELECTRON MICROSCOPY ON in vitro CULTURES
OF IMMATURE EMBRYOS AND MESOCOTYLS OF MAIZE PLANTLETS

SUMMARY

The surface structure and organization of in vitro tissue cultures initiaded either from immature mai-
ze embryos as from mesocotyl tissues taken from plantlets were observed using Scanning Microscopy
(SEM). Although tissue cultures appeared to grow as true callus SEM examination, however, showed this
growth to be a mix of undifferentiated (isodiametric) and differentiating (elongated) cells. An apparent
random differentiation of xylem occur in primary cultures. Such cultures responded to morphogenetic in-
duction on modified culture medium forming meristemoid centers containing vascular tissue.

Examination of sections of cultures initiated from the mesocotyl with scutellum indicated that the
mesocotyl is the tissue of origin. Thus, the scutellum appears not involved in callus formation.

INTRODUCCION permitido alcanzar conocimientos basicos y

de inmediata aplicacion en el campo agrono-

Una de las areas mas promisorias de la mico. Asi por ejemplo, mediante el cultivo
biologia experimental la constituyen las téc- de microsporas y anteras se han podido obte-
nicas de cultivo in vitro de vegetales, que han  ner plantas haploides y a partir de ellas di-
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ploides homocigéticos con un considerable
ahorro de tiempo y espacio; a través de la hi-
bridacion somatica se ha logrado la fusién de
células de especie y géneros diferentes, lo-
grando asi superar la barrera de la incompati-
bilidad y aumentar la variabilidad génica del
nuevo individuo; las técnicas de micropropa-
gacion in vitro han servido para establecer
stocks de clones de plantas libres de enfer-
medades sobretodo en especies ornamentales
y horticolas; el cultivo de tejidos sométicos
ha permitido incrementar los conocimientos
basicos de la regulacion de la desdiferencia-
cién y rediferenciacion celular in vitro y apli-
car los mismos en la utilizacion de sistemas
de seleccion de mutantes y/o variantes, culti-
vo de embriones, criopreservacion de germo-
plasma, etc. (Chaleff, 1983; Matthews y
Schaeffer, 1982,'Thomas et al. (1979).

Con respecto a la induccién de tejido in-
diferenciado y su posterior regeneracion has-
ta obtener un nuevo individuo, a pesar de ha-
berse trabajado con técnicas in vitro sobre
casi todas las especies de cereales de gran cul-
tivo, los resultados positivos se circunscriben
a pocos casos (Ahloowalia, 1982;Cummings
et al, 1976; Dudits, etal., 1975;Dunstan et
al., 1978 ;Greeny Phillips, 1975;Harms etal,
1976; Lu et al, 1982; O’Hara y Street,
1978; Torne et al, 1980). En el maiz, varios
estudios han mostrado el espectro de res-
puestas de diversos genotipos al cultivo in vi-
tro, lo que permite sugerir una estrecha co-
rrelacién entre la regulacion hormonal de la
desdiferenciacion y la rediferenciacion con el
genotipo (Green y Phillips, 1975, Lu etal,
1982; Rapela, 1983 a). El fenomeno de la
rediferenciacion en cultivos in vitro de maiz,
puede producirse tanto por induccioén hor-
monal secuencial de raices y/o tallos como
por embriogénesis somatica (Green y PhilUps,
1975; Lu et al, 1982). Tanto en un caso co-
mo en otro, los estudios de la morfogénesis
de los tejidos involucrados en estos procesos
son esporadicos e incompletos.

El objetivo de este trabajo, el primero
de una serie, es la descripcion de la morfolo-
gia externa de cultivos de tejidos in vitro en
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maiz, desde el momento de la induccién de
tejido indiferenciado, hasta su posterior cre-
cimiento y rediferenciacién, mediante la utili-
zacion del Microscopio Electrénico de Barri-
do (MEB) En este primer trabajo, describi-
mos el aspecto de diversos estadios de culti-
vos in vitro en maiz, obtenidos por dos mé-
todos diferentes: a partir de embriones inma-
duros, y a partir de mesocotilos de plantulas.

MATERIALES Y METODOS

Para el presente estudio, se utilizaron li-
neas de maiz muiante floury-a de alta endo-
cria. ElI gen muifante floury-a, es un modifi-
cador de la estructura del endosperma y ade-
mas, en determinado medio génico, condi-
ciona alta calidad proteica del grano (Magoja
etai., 1982;Rapela, 1982 a).

La induccién de tejido indeferenciado se
realiz6 por dos métodos diferentes. En el pri-
mero, el tejido indeferenciado fue originado
a partir de embriones inmaduros vy, en el se-
gundo, a través de mesocotilos de plantulas
(embriones maduros germinados).

a) Induccién a partir
de embriones inmaduros

Se utilizd la técnica descripta por Rape-
la (1983 b). Para ello, las espigas fueron to-
madas de plantas obtenidas en invernaculo,
17 dias después de la polinizacion manual.
Los cariopses fueron retirados de las mismas,
se los esteriliz6 con hipoclorito de sodio al
2,5 por ciento durante 20 minutos y dos la-
vados posteriores con agua destilada’estéril.
Los embriones inmaduros fueron extraidos
inmediatamente en forma aséptica y transfe-
ridos al medio de cultivo. La longitud pro-
medio de los embriones de las lineas estudia-
das fue de 3-3,5 mm.,Los cultivos se inicia-
ron colocando los embriones, uno por tubo,
en 10 ml de medio de cultivo para la induc-
cién de callo. La posicién de los embriones
fue con el escutelo hacia arriba y el eje em-
brionario en contacto con el medio.



Microscopia electrénica de barrido . 97

b) Inducccion a través de mesocotilos
de plantulas
(embriones maduros germinados)

Las espigas fueron tomadas de plantas
obtenidas en invernaculo, una vez que alcan-
zaron su madurez completa. La técnica de
excision y esterilizacion utilizada fue la des-
cripta por Rapela (1982 b). Para ello, los ca-
riopses fueron retirados de las espigas y su-
mergidos en agua destilada por 24 horas para
ablandar los tejidos para la excision. Los em-
briones maduros fueron extraidos en forma
no aséptica de los cariopses. Luego, los em-
briones se esterilizaron con hipoclorito de
sodio al 2,5 por ciento seguido de dos lava-
dos con agua destilada estéril. Posteriormen-
te, los embriones se llevaron a cajas, de petri
esterilizadas conteniendo doble papel de fil-
tro hdamedo, para inducir la germinacion de
los mismos. Al cabo de 5 dias, los coleopti-
los alcanzaron una longitud de 40 mm vy las
raices de 80 mm. Los coleoptilos y las raices,
fueron cortados y desechados, quedando un
remanente de 4-5 mm de longitud correspon-
diente al mesocotilo. Esta region del mesoco-
tilo, con el escutelo adjunto, fue llevada al
medio de cultivo. La posicion del cultivo en
este caso, fue con el escutelo en contacto
con el medio y el mesocotilo hacia arriba.

Para ambos métodos, el medio de culti-
vo estuvo compuesto por los componentes
inorgéanicos de Murashige-Skoog (1962). Los
componentes organicos fueron los de Strauss
(1958). Ademés, 20 g sacarosa/litro y 8 g
agar/litro. El Unico regulador de crecimiento
utilizado fue el 2,4-D (&cido 2,4-dicloro fe-
noxiacético), a razén de 2 mg/litro para la
induccion de los embriones inmaduros y 15
mg/litro para la inundacion de los mesocoti-
los de plantulas. El pH del medio se ajusto a
5,8 antes del autoclavado a 15 psi durante
20 minutos. Los cultivos se mantuvieron en
la obscuridad a 28°C durante el periodo de
induccién y con un fotoperiodo controlado
de 12/12 hs a 28°C en los subcultivos si-
guientes. Dichos subcultivos se realizaron ca-
da 28 dias. En los subcultivos de embriones

inmaduros, la concentracion del regulador se
disminuy6 a 1 mg/litro, y en los subcultivos
de mesocotilos de plantulas, se disminuyé a
2 mg/litro.

El material utilizado para los estudios de
MEB, provino de cultivos in vitro en diversos
estadios de diferenciaciéon, obtenidos por
ambos métodos descriptos. Para el caso de
los embriones inmaduros, las observaciones
se realizaron a los 28, 56 y 84 dias, designan-
dose los mismos como Estadio 1, Estadio 2
y Estadio 3 respectivamente. De tal manera,
las observaciones del Estadio 1 corresponden
al fin del periodo de induccion de los culti-
vos, y los Estadios 2 y 3 a los finales de los
subcultivos posteriores. Para los mesocotilos
de plantulas de maiz, las observaciones se re-
alizaron a los 28 dias, lo que corresponde al
fin del Estadio 1. Los materiales fueron fija-
dos en glutaraldehido al 2,5 por ciento en
buffer fosfato 0,1 M, pH 7,2 durante 2-4 hs.
Posteriormente fueron lavados con el mismo
buffer y deshidratados en una serie de con-
centraciones ascendentes de acetona. A los
especimefies deshidratados se les aplicd la
técnica del punto critico, y luego fueron re-
cubiertos por oro-paladio. Las observaciones
se realizaron con un microscopio Jeol JSM-
U3 a 5-15Kw.

RESULTADOS Y DISCUSION
a) Embriones inmaduros. Estadio 1

La secuencia de Figuras 1 (A-C), mues-
tra la estructura exterior del tejido indiferen-
ciado formado a partir del cultivo de embrio-
nes inmaduros, cuando el mismo presenta el
aspecto de un callé tipico sin diferenciacion
a ojo desnudo. En la Figura 1 A, se puede
observar un sector del callo que se encuentra
recubierto por una pelicula de aspecto muci-
laginoso, probablemente secretada por las
mismas células del callo y que le da a éste su
caracteristico brillo. Esta pelicula, aparece
en la Figura 1 A. en forma rasgada, con dis-
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Figura 1 (A-C). Observaciones con MEB de culti-
vos iniciados & partir de embriones inmaduros de
maiz en el Estadio 1 (28 dias). (A) CaractenV
ticas de la pelicula mucilaginosa que recubré el
callo (x500). (B) Pelicula mucilaginosa rasgada
que deja ver células isodiamétricas y alargadas
con disposicién aparentemente al azar (x150).
(C) Sector de un callo con células de formas
isodiamétricas a ovoides tanto turgentes como
colapsadas (x300).
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continuidades y zonas en proceso de des-
prendimiento. Esto lleva a pensar, que las
discontinuidades de la pelicula son producto
del tratamiento de la muestra para la obser-
vacion con MEB, y que dicha pelicula recu-
bre uniformemente el material sin tratar.
Coincidentemente, Vuillaume y Deshayes
(1977), trabajando con cultivos in vitro de
maiz, describieron que los mismos estan re-
cubiertos por una substancia gelatinosa que
les da una tonalidad amarillenta. Asimismo,
Sharma y Lateef Bello (1982), trabajando
con cultivos in vitro de triticale observaron
bajo MEB, lo que ellos denominaron “subs-
tancia que se asemeja a una cuticula cerosa”,
que recubria el tejido indiferenciado. De tal
manera, es posible inferir que la pelicula mu-
cilaginosa mencionada sea similar a la des-
cripta en los trabajos citados precedentemen-
te, y que dicha pelicula sea ademas una ca-
racteristica general de los cultivos in vitro.
En la Figura 1 B, pueden observarse restos de
la misma pelicula mucilaginosa mas destrui-
dos, lo cual permitié dejar en descubierto la
superficie celular del callo. Esta células pre-
sentan una variedad de formas, desde isodia-
métricas hasta elongadas, con una disposi-
cion aparentemente al azar. La presencia de
células elongadas, como se vera mas adelante,
podria reflejar zonas de elementos de con-
duccién ya diferenciados, inmersos entre cé-
lulas indiferenciadas. Un corte neto de la pe-
licula mucilaginosa se'observa en la Figura 1
C, lo cual permitié dejar expuesto un sector
del callo, en este caso formado por células
isodiamétricas a ovoides tanto turgentes co-
mo colapsadas. La aparicion de esta células
ovoides podria ser la primera manifestacion
hacia la polaridad para la diferenciacion de
un elemento conductor. La presencia de cé-
lulas colapsadas en cultivos in vitro de rapido
crecimiento como los aqui analizados es de
dificil interpretacion, ya que muy probable-
mente la aparicion de esas formas resulten
un artefacto de la preparacion del material.
Las caracteristicas morfolégicas descrip-
tas son especificas de los cultivos durante el
periodo de induccién (primeros 28 dias), y

en subcultivos posteriores siempre que los
mismos sean conducidos con un nivel similar
o superior del regulador.

b) Embriones inmaduros. Estadio 2

En el subcultivo posterior de los cultivos
iniciados a partir de embriones inmaduros, la
disminucion de la concentracion del regula-
dor a la mitad de la requerida para el perio-
do de induccion, provoca claros signos de di-
ferenciacion que se traducen en la aparicion
de estructuras organizadas observables a ojo
desnudo. La microscopia electronica permite
observar en la secuencia de Figuras 2 (A-D),
caracteristicas de algunos de los procesos
morfogenéticos que tienen lugar en las célu-
las del callo. En la Figura 2 A, se observan
varias estructuras con aspecto de apice mas o
menos conico que serian meristemoides que
dan origen a una raiz o a un vastago. El api-
ce que estd al centro de la Figura 2 A, fue
elegido para mostrar los detalles. En este api-
ce de 1 mm de altura aproximadamente, y
en los restantes de la misma figura es posible
identificar la presencia de células elongadas
lo que indicaria que el proceso de diferencia-
cién celular y el morfogenético se inician en
etapas muy tempranas (algunos de los conos
de la Figura 2 A tienen menos de 0,1 mm de
altura). En la Figura 2 B, se observa que la
mencionada estructura presenta una pelicula
mucilaginosa que la recubre parcialmente. Al
igual que los callos observados en la secuen-
cia de Figuras 1, esta capa presenta rasgadu-
ras, y es probable, que la misma esté recu-
briendo todo el material original tal como se
aprecia solamente en su vértice. El desgarra-
miento de la pelicula mucilaginosa permite
observar la disposicion de las células subya-
centes. En la base del cono, es facilmente
apreciable la presencia de dos tipos de célu-
las; unas relativamente pequefias, isodiamé-
tricas y turgentes, y otras elongadas proba-
blemente pertenecientes al tejido del callo,
estableciendo el nexo entre éste y el cono
propiamente dicho. Distalmente a este tejido
de la base, el cono esta tapizado por 4 estra-
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Figura 2 (A-D): Observaciones con MEB de cultivos inicidos a partir de embriones inmaduros de maiz en el Es-
tadio 2 (56 dias). (A) Estructuras conicas diferenciales probables meristemoides (x20). (B) Estructura cénica
central de la Fig. 2 A, tomada con mayor aumento (xI(10). (C) Zona de fractura de la misma estructura (x500).
(D) La misma estructura tomada desde el apice. Se observan ademas otras estructuras y los valles entre las mis-
mas caracterizados por células alargadas e isodiamétricas respectivamente (x90).
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tos de células alargadas en sentido axial. La
zona donde falta la pelicula mucilaginosa, y
ésta en su configuracion rasgada, pueden ob-
servarse con mayor aumento en la Figura 2
C. En esta Figura, esta parcialmente reflejada
la menor compactacion celular presente en la
zona de células isodiamétricas en compara-
cién con las células distales del cono. En la
Figura 2 D, se observa nuevamente el cono
pero en este caso la foto fue tomada con el
MEB desde su vértice. En dicha Figura, se
aprecian las células elongadas que tapizan la
estructura, las cuales presentan una clara
orientacion hacia el apice o centro meriste-
moide. Es importante apreciar en esta Figu-
ra, la presencia de varias estructuras coénicas
con células alongadas en proceso de diferen-
ciacion separadas entre si por valles, en los
que se observan células isodiamétricas presu-
miblemente aidn no diferenciadas. Cabe men-
cionar aqui, que la organizacion inicial de las
masas celulares en el mixomicete ameboide
Dictyostelium cliscoideum durante la forma-
cion del pseudoplasmodio descripto por Ko-
pachik (1982), presenta caracteristicas exter-
nas similares bajo MEB a las mencionadas an-
teriormente en los cultivos in vitro de maiz.
Esta similitud es interesante ya que la com-
paracion del proceso de diferenciacion entre
un organismo superior y la agregacion celular
de Dictyostelium ya habia sido sugerida por
Brock (1970).

c) Embriones inmaduros. Estadio 3

La secuencia de Figuras 3 (A-C), fue to-
mada sobre tejidos en el final del 20 subcul-
tivo, aunque muchas de las caracteristicas
también fueron comunes a observaciones so-
bre subcultivos posteriores. En este Estadio,
la formacion de estructuras diferenciadas de
forma conica fue generalizada sobre toda la
masa del callo. Un corte de uno de esos co-
nos diferenciados, permite observar el inte-
rior de los mismos formado en gran parte
por elementos conductores. En la Figura 3
A, se observa la parte externa e interna de un
cono diferenciado con el.extremo secciona-

101

do en “V”. En el exterior, las células alarga-
das diferenciadas parecen confluir hacia el
vértice o centro meristemoide. En el interior,
se observan con claridad los elementos con-
ductores. En la Figura 3 C, un mayor aumen-
to permite apreciar elementos del xilema,
notandose la espiralizacién de la pared se-
cundaria en el interior de un vaso.

d) Mesocotilos de plantulas. Estadio 1

En el caso de los cultivos originados a
partir de mesocotilos de plantulas (embrio-
nes maduros germinados), las caracteristicas
de los tejidos indiferenciados fue en algunos
aspectos diferente a lo anteriormente des-
cripto. En la Figura 4 A, se puede observar el
tejido indiferenciado que se generd a partir
del tejido original del explanto. En dicha Fi-
gura, se aprecian los restos del tejido conduc-
tor del mesocotilo y el callo originado a par-
tir de este.

En los cultivos originados a partir de
mesocotilos, no se observaron procesos de
diferenciacion celular tan notables como en
los cultivos originados a partir de embriones
inmaduros. Esto pudo deberse en parte, a
que la pelicula mucilaginosa que recubre las
células del callo (Figura 4 B), resisti6 el pro-
ceso de tratamiento del material para las ob-
servaciones con MEB, e impidid una visidn
mas profunda del interior de la masa celular.
Ademas, es posible que este tipo de cultivos
requiera un tiempo mas prolongado in vitro
para observar algun tipo de proceso morfoge-
nético.

Tal como se ha mencionado en Materia-
les y Métodos, los cultivos in vitro de em-
briones inmaduros se realizaron colocando
los mismos con el escutelo hacia arriba y el
eje embrionario en contacto con el medio, al
tiempo que los cultivos de mesocotilos se re-
alizaron en posicion inversa. En concordan-
cia con estudios previos (Rapela, 1983 a,
1983 b), estas orientaciones son las que arro-
jan los mayores porcentajes de produccién
de callo. Green y Phillips (1975) y Harms et
al (1976), fueron los primeros en describir
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Figura 3 (A-C): Observaciones con MEB de cul-
tivos iniciados a partir de embriones inmaduros
de maiz en el Estadio 3 (84 dias). (A) Corte en
“V” de un cono diferenciado con células alarga-
das en el exterior confluyendo hacia el centro
meristemoide y elementos de conduccion en el
interior (x150). (B) Elementos conductores en
el interior de un cono (x300). (C) Espiraliza-
cién de la pared secundaria en el interior de un
vaso del mismo cono (x2000).



Figuxa 4 (A-C); Observaciones con MEB de cul-
tivos iniciados a partir de mesocotilos de plan-
tulas de maiz en el Estadio 1 (28 dias), (A) Me-
socotilo de maiz con callos originados a partir
del primero (x70). (B) Pelicula mucilaginosa
que recubre el mismo callo (xIOO). (C) La mis-
ma pelicula tomada con mayor aumento recu-
briendo totalmente la masa celular (x350).
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este tipo de fendmenos. Para el caso del cul-
tivo de embriones inmaduros, se han aporta-
do evidencias de que el escutelo es el tejido
involucrado en la formacién del callo (Sprin-
ger et al, 1979). Esto, explicaria el porqué
cultivando los embriones inmaduros con el
escutelo hacia arriba se obtienen los mayores
porcentajes de formaciéon de callo. Sin em-
bargo, hasta el presente nada se ha dicho al
respecto para el caso en que el explanto ori-
ginal lo constituyen mesocotilos con el escu-
telo adherido. De acuerdo a la Figura 4 A,y
a otras microfotografias no presentadas, el
tejido involucrado en estos casos pareceria
pertenecer al propio mesocotilo, al tiempo
que el escutelo no intervendria en la forma-
cién del callo. Se requieren otros estudios
para definir cual o cuales de los tejidos del
mesocotilo origina (n) dicho callo. Utilizan-
do un razonamiento similar que para el caso
de los embriones inmaduros, esto explicaria
el porqué cultivando los mesocotilos de
plantulas con el escutelo hacia abajo, se favo-
rece la produccion del callo.

De acuerdo a las microfotografias pre-
sentadas para el caso de los cultivos iniciados
a partir de embriones inmaduros (Figura 1
B), la masa celular originada estaria formada
por células en distinto periodo de diferencia-
cion. La diferenciacion al azar del xilema
(Halperin, 1969), la proliferacion de tejidos
a partir de una regién meristematica subepi-
telial que los autores (Springer et al, 1979)
denominan zona cambial, o crecimientos
aberrantes con formas parecidas a raices
(Mott y Cure, 1978), han sido fenémenos
descriptos detalladamente en cultivos in vi-
tro de maiz. Esto ha llevado a algunos auto-
res a considerar que los cultivos in vitro de
maiz no son verdaderos callos, 0 masas indi-
ferenciadas de células, sino que mas bien re-
presentan la generacion y propagacién de un
grupo organizado de tejidos (Mott y Cure,
1978; Springer etal., 1979).

El agrupamiento o asociacion de una se-
rie de elementos diferenciados (Figura 2 B, 3
A, 3 B), que aparentemente ya estarian pre--
formados dentro de la masa indiferenciada
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(Figura 1 B), conduciria a la morfegénesis de
estructuras inclasificables al momento de
nuestras observaciones (Figuras 2 A, 2 D).
De acuerdo a la Figura 2 D, la orientacion de
los elementos conductores en los valles que
se encuentran entre las estructuras cdnicas
generadas, podria responder a una informa-
cion o control emanado de apices o centros
meristemoides cuyas células asumirian el rol
de organizadores en el cultivo. La probable
existencia de estos centros meristemoides en
cultivos in vitro ya ha sido reisada por Hal-
perin (1969). Se requieren estudios adiciona-
les para detectar las caracteristicas iniciales
de las células formadoras de un centro meris-
temoide como asimismo para evaluar la ulte-
rior diferenciacién de las estructuras descrip-
tas en vastagos o raices.
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