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RESUMEN

El maiz es la base de la alimentacion de los mexicanos, en este sentido las razas nativas de maiz son de interés
como fuente de germoplasma. El cultivo de tejidos es una herramienta a través de la regeneracion in vitro de
embriones maduros de maiz. Esta técnica presenta una limitante por la alta incidencia de contaminacion
microbiana y la reduccién en la capacidad regenerativa respecto a embriones inmaduros. El objetivo fue
establecer un protocolo eficiente para la regeneracion de plantulas de la raza Conico Nortefio mediante
embriones maduros Si. El disefio experimental se baso en cuatro colectas (AMBC, GPO1, EPO068, SUBP3),
cultivadas en medios Murashige y Skoog (MS) al 50% y 100%, suplementados con 0.5 mg L™" de BAP y 0.1
mg L™" de AIA. Se evaluaron las variables longitud de raiz, coledptilo y plimula bajo un disefio completamente
al azar, aplicando prueba de Tukey (a = 0.05). Se logré la regeneracion directa de embriones maduros, el medio
MS al 100% promovié mayor elongacion, mientras que MS al 50% favoreci6 un desarrollo foliar més equilibrado.
La eficiencia de regeneracion fue elevada: AMBC alcanzé 100%, GPO1 94.4%, EPO068 y SUBP3 88.9%. En
conclusién, se demostré que los embriones maduros constituyen una alternativa viable para la regeneracion de
maiz nativo, alcanzando eficiencias del 80-90% y puede ser usado en programas de mejoramiento genético,

dada la disponibilidad y longevidad de la semilla madura.
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ABSTRACT

Maize is the staple food of Mexicans, and in this sense, native maize varieties are of interest as a source of
germplasm. Tissue culture is a tool for the in vitro regeneration of mature maize embryos. This technique is
limited by the high incidence of microbial contamination and the reduced regenerative capacity compared to
immature embryos. The objective was to establish an efficient protocol for the regeneration of seedlings of the
Northern Conical variety using mature S1 embryos. The experimental design was based on four collections
(AMBC, GPO1, EPO068, SUBP3), cultured in 50% and 100% Murashige and Skoog (MS) media, supplemented
with 0.5 mg L™" of BAP and 0.1 mg L™" of IAA. Root length, coleoptile length, and plumule length were evaluated

425



\ Instituto Tecnolégico de g I n I a
% @Nﬂux‘w @Roque @ SNICS e ”:“I“:E 74@

Sociedad Mexicana de Ciencia y Tecnologia Agropecuaria ISSN: 2448-6620

using a completely randomized design and Tukey's test (a 0.05). Direct regeneration of mature embryos was
achieved. The 100% MS medium promoted greater elongation, while the 50% MS medium favored more
balanced foliar development. Regeneration efficiency was high: AMBC reached 100%, GPO1 94.4%, EPO068
and SUBP3 88.9%. In conclusion, mature embryos are shown to be a viable alternative for the regeneration of
native maize, achieving efficiencies of 80-90%, and can be used in genetic improvement programs, given the

availability and longevity of mature seed.

Keywords: maize, northern conical maize, mature embryos, direct organogenesis.
INTRODUCCION

El maiz forma parte de la alimentacién basica de los mexicanos, el consumo per capita es de 133.6 kg (FIRA,
2024), se estima que en el 2024 se sembraron 6 millones de hectareas de maiz de grano blanco y se produjeron
21 millones de toneladas (SIAP, 2024). Sin embargo, a nivel mundial México ocupa el octavo lugar con el 1.9
% de la produccion (FIRA, 2024).

La mayor superficie sembrada es por variedades e hibridos, mientras que los maices nativos son conservados
por pequefios productores (Monroy — Sais et al., 2024). Los maices nativos presentan mejor calidad nutricional
para la elaboracion de alimentos, el conocimiento femenino sobre variedades y procesos de nixtamalizacion es
clave para la conservacion in situ (Paéz y Astier, 2026). Son una fuente de germoplasma por su amplia
variabilidad, resaltado caracteres como la altura de la planta, longitud y numero de hileras, asi como aquellas

de ciclo corto (Velasco — Garcia et al., 2023).

El cultivo de tejidos vegetales se fundamenta en la plasticidad y totipotencia celular para la regeneracién de
ejemplares bajo condiciones de asepsia controlada. De acuerdo con Urias-Salazar et al. (2022), el empleo de
explantes variados, como cotiledones, apices radiculares o semillas, permite la regeneracién de plantas libres

de patdgenos.

Dada a la importancia de los maices nativos, el empleo de técnicas como el cultivo de tejidos vegetales es una
alternativa en el mejoramiento genético; por un lado, puede incrementar la variacion genética (Sanchez-Chiang
y Jiménez, 2009) mientras por la otra parte permite aumentar los ciclos del cultivo en el mismo afio y localidad
(Escutia-Ponce et al., 2025). De acuerdo a los fines de la investigacion, se ha propuesto el cultivo in vitro de
maiz con el establecimiento de embriones inmaduros ya que este explante es totipotencial para la formacién
de callos embriogénicos, usados en la transformacién genética, pero la capacidad regenerativa, se ha

observado que disminuye su totipotencia con la maduracion del embridn (Kumar et al., 2021).
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Ademas, resultados en investigaciones recientes mencionan que se puede obtener genotipos élites en periodo
de tiempo mas corto y reducir los tiempos de cosecha, con ello se puede acelerar y aumentar los ciclos del
cultivo en un mismo afio en un programa de mejoramiento genético, reducir la transmision de enfermedades
por semillas (Escutia-Ponce et al., 2025). La principal problematica del cultivo in vitro de los embriones maduros
es el porcentaje de contaminacion de hongos y bacterias ocasionados por el contacto del explante a condiciones
ambientales (Tinak et al., 2026). Por ello es necesario emplear un método de desinfeccién eficiente que permita
la regeneracion del explante. El objetivo de la investigacién fue establecer un protocolo para la regeneracion

de plantulas de maiz a través del cultivo in vitro de embriones maduros S+ de la raza Conico Nortefio.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd en el campo experimental del TecNM-Roque con ubicacién en la Carretera Celaya-
Juventino Rosas, Km.8, con una ubicacion geografica de 20° 34" 54,24” |atitud N y 100° 49" 35,34” Longitud O,
con una altura de 1774 msnm, con una temperatura media de 21°C, precipitacién media anual de 600 a 800
mm, con un clima de calido subhiimedo, de acuerdo con la clasificacion climatica de Koppen (Garcia, 1973) y

con predominancia de suelo de tipo vertisol (INEGI, 2017).

La obtencion de los materiales fue a través de un ciclo de endogamia (S1) de cuatro colectas de maiz de la raza
Conico Nortefio (AMBC, EPO068, GPO1, SUBP3) en el ciclo otofio-invierno, 2025. La cosecha se realiz6 a los
50 dias después de la polinizacion, posteriormente se realizé la extraccion del embridn. La siembra del embrién
se realiz en el medio de cultivo fue en Murashige and Skoog (MS, 1962) al 50% y al 100% (T1 y T2,
respectivamente), suplementado con los reguladores de crecimiento reportados por Chablé et al. 2017 (0.5 mg

L-" de BAP y 0.1 mg L-*AlA), se adicion6 3% de sacarosa y 0.6% de agar Bioxon®, el pH se ajusté a 5.6 £ 0.01.

La desinfeccién de la semilla se realizd con una solucion jabonosa por 25 minutos, seguidamente de tres
enjuagues hasta la eliminacién de la espuma, posteriormente se coloco en etanol al 70% (v/v) por 10 minutos
y en hipoclorito de sodio al 10 % (v/v) por 25 minutos, realizando tres enjuagues entre cada solucién con agua
destilada estéril. Finalmente, la semilla se coloco con agua estéril en la campana de flujo laminar por 24 h. El
endospermo fue extraido mediante una diseccion longitudinal con un bisturi, sembrando el embrién con la
aleurona, el escutelo y la radicula en contacto con el medio de cultivo. Después de seis dias del establecimiento
in vitro la plantula con desarrollo radicular y foliar se llevo a condiciones ex vitro. La aclimatacion se realiz6 en
recipientes de 1 L, el sustrato fue Peat moss humedecido a capacidad de campo, antes de la siembra se aplicé

una solucién de Captan® y Cupravit® al 0.5% (v/v).
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Las plantulas se extrajeron de los contenedores de vidrio y con un pincel y agua estéril se elimin6 el medio de
cultivo de la superficie radicular, posteriormente se colocaron en Captan al 0.5% (v/v) por 3 min y se realizé un
enjuague con agua estéril. Los recipientes fueron sellados con bolsas plasticas para mantener un microclima y
evitar la deshidratacion del tejido, el control de hongos se realiz6 con la misma solucién antifungica. Dado al
estrés al proceso de aclimatacion, fue necesario realizar el corte de la plimula a la altura del coleoptilo, esto
permitid en desarrollo foliar, durante siete dias la plantula se mantuvo en condiciones controladas, antes de

trasplantar a campo se colocaron en invernadero por siete dias mas.

Las variables evaluadas fueron longitud de raiz (LongRa), longitud de coleéptilo (LongC) y longitud de plimula
(LongPLum), el disefio experimental fue completamente al azar y se aplico una prueba de comparacién de

medias de Tukey (a 0.5).

RESULTADOS Y DISCUSION

El analisis de varianza (ANVA) en el tratamiento 1y 2 no mostro diferencias significativas (p=0.05) en la longitud
de la plimula (LongPlum), en el tratamiento 1 el vigor de las plantas fue raquitico, desarrollando tallos delgados
(Figura 1). En la longitud radicular (LongRa) y la longitud de coledptilo el tratamiento 1 hubo diferencias
altamente significativas (p<0.01), la endogamia en EPO068 y GPO1 presentaron buen desarrollo radicular
(Figura 1b y 1c), en cuanto a Subp3 no se promovid la rizogénesis (Figura 1d), AMBC present6 3 cm de longitud
de coledptilo, mientras que el resto 2 cm (Cuadro 1). En el tratamiento 2, no hubo diferencias significativas
(p=0.05) en LongRa, pero la rizogénesis fue mayor que en el tratamiento 1 (Figura 2), en la longitud del
coledptilo (LongCol) el ANVA mostro diferencias significativas (p<0.01) entre las Si, pero tuvo la misma
tendencia en el tratamiento 1 (Cuadro 1). El coeficiente de variacion fue superior a 20%, esto se atribuye al

nivel de endogamia y la variabilidad de la raza.

Cuadro 1. Prueba de comparacion de medias de regeneracion in vitro de embriones maduros S1 de ¢énico nortefio

Tratamiento 1 Tratamiento 2
S LongRa LongCol LongPlum LongRa LongCol LongPlum
AMBC 1.25ab 3.54a 114 a 1.55a 360a 1.76 a
GPO1 1.64 a 261b 081a 1.58 a 2.80b 1.79a
EPO068 154 a 2.58b 124 a 154 a 2.92 ab 214 a
SUBP3 0.90b 209b 0.64a 1.02 a 254b 154 a

Los valores en la misma columna con la misma letra son estadisticamente iguales, Primer ciclo de endogamia (S+), Cénico nortefio de Xichti adaptado a
Ambiente Celaya (AmbC), Longitud de raiz (LongRa), Longitud de coledptilo (LongCol), Longitud de plimula (LongPlum).
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Ye et al. (2022) establecieron con la eficiencia de la caulogénesis en embriones maduros de maiz, a diferencia
de los sistemas basados en tejidos inmaduros, la disponibilidad escalable y la longevidad de las semillas
maduras facilitan su implementacion en programas de mejora con el apoyo de cultivo de tejidos vegetales. Este
enfoque mitiga las limitaciones asociadas con la estacionalidad de los embriones inmaduros. En nuestra
investigacion el uso de semillas maduras representa una ventaja, dada la variabilidad y la cantidad de semilla
obtenida durante el proceso de endogamia, se logro la regeneracion a través de la organogénesis directa de

los embriones maduros.

Asi mismo, Kumar et al. (2021) empleo embriones maduros, el embrion fue aislado después de tres dias de
imbibicion, sus resultados mostraron la regeneracion a través de organogénesis indirecta, menciona que la
auxina 2,4-D fue eficaz mientras que el uso de 6-Bencilaminopurina (6-BAP) y &cido naftalenacético (ANA) no
tuvo efecto en el numero de brotes, pero logré regenerar una planta por embrién, resultados en esta
investigacion al emplearse BAP y acido Indolacético (AlA), se logré la regeneracion completa de la planta a
partir del por embrién aislado (Figura 3), dentro de esta investigacién uno de los objetivo fue establecer una
metodologia eficaz para la regeneracion directa de embriones maduros, con la finalidad de ser empleada en el
futuro en programas de mejoramiento de maiz. En este sentido, es de importancia evitar la caulogénesis, la
organogénesis indirecta puede presentar variabilidad somaclonal resultando en modificaciones genéticas y
epigenéticas, mientras que la organogénesis directa se obtienen plantas genéticamente mas estables
(Majumder et al., 2025), dentro de la raza conico nortefio se presenta alta heterogeneidad y se espera

homogenizar los genotipos a través de los ciclos de seleccidn.

Figura 1. Tratamiento 1(MS al 100% adicionado con 0.5 mg L' de BAP y 0.1 mg L' AIA). a) AMBC, b) EPO068, ¢) GPO1 y d) SUBP3

El proceso de desinfeccion no afecté la viabilidad del embrion para AMBC se obtuvo el 100% de regeneracion,
en GPO1 el 94.4%, en EPO 068 el 88.9% y en la SUBP3 el 88.9%, Morshed et al. (2014) obtuvo del 25 al 75%
de la regeneracion de embriones maduros en cuatro variedades de maiz. Cabe mencionar que Morshed et al.

(2014) realizé la siembra de la semilla sin retirar el endospermo, mientras que en esta investigacion se
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emplearon embriones aislados, esta metodologia resulta mas eficiente para la regeneracion de plantas de maiz
a través de embriones maduros. Al usar concentraciones mas altas de MS (100%) las plantulas presentado
mayor longitud, esto ocasioné que algunas pléntulas comenzaran a necrosar, en MS (50%) las plantulas fueron

de porte mas bajo, pero con buen desarrollo foliar.

Figura 1. Tratamiento 2 (MS al 50% adicionado con 0.5 mg L-* de BAP y 0.1 mg L' AlA). a) AMBC, b) EPO068, c) GPO1y d) SUBP3

Una de las principales limitantes del uso de embriones maduros en el cultivo de tejidos es el porcentaje de
contaminacion, como consecuencia de la exposicion a agentes contaminantes (principalmente a hongos y
bacterias), dentro de las selecciones de S1 evaluadas se observo alta contaminacion en AMBC (75%), en el
resto fue minima (5%), investigaciones de Demisse et al. (2008) mencionan que el método de desinfeccion de
semilla no fue el adecuado, se logr6 obtener el 95% de germinacion, pero la contaminacion fue alta 81.5%, al
modificar el protocolo redujo al 22% de tal modo que logro regenerar dos lineas endogémicas de maiz por via

organogénesis indirecta.

Figura 3. Aclimatacion de S1 delos genotipos selecmonados de maiz conico nortefio. a) establecimiento de plantula regenerada in vitro
en sustrato, b) proceso de aclimatacién con bolsas de polipropileno, ¢) corte de pliumula en plantulas con necrosis en hojas, d) hojas
nuevas después del corte de plumula y €) establecimiento en campo (plantula adaptada a condiciones ex vitro exitosa).

Kang et al. (2022) realizd un protocolo de regeneracion y transformacion de embriones inmaduros de maiz a
través de organogénesis indirecta, después de 165 dias fue trasplantado en suelo. Bedada et al. (2022) obtuvo

el 90% de sobrevivencia en la etapa de endurecimiento en lineas de maiz regeneradas a través de embriones
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maduros. Chablé et al. (2017), menciona el 76% de las plantulas regeneradas in vitro de 19 poblaciones de
maiz fueron transferidas a suelo y adaptadas a campo. En nuestra investigacién el proceso de aclimatacion
desde in vitro a campo transcurrio 59 dias, se sugieren hacer modificaciones en el proceso de aclimatacion

para esta raza, aunque el porcentaje de sobrevivencia disminuy6 considerablemente.

CONCLUSIONES

Se logro que la regeneracion de embriones maduros, un area poco explorada frente a los estadios inmaduros.
Los resultados mostraron que el protocolo de desinfeccién no afecto la viabilidad del embrién, permitiendo la
organogénesis directa con una eficiencia del 80-90%. Para maximizar el éxito experimental, se sugiere priorizar

la siembra aséptica en el tratamiento 2 y la implementacién de subcultivos en el tratamiento uno.
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