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RESUMEN

El maiz (Zea mays L.) es uno de los cereales mas cultivados a nivel mundial, con gran relevancia agronémica,
industrial, alimentaria y cultural. Ademas, constituye un modelo clasico en estudios citogenéticos por su
diversidad genética y estructura cromosémica. En estos andlisis, la determinacién del ciclo celular y la hora
mitdtica son componentes esenciales para la obtencién de preparados cromosémicos de calidad; sin embargo,
este aspecto ha sido poco abordado en maiz. En este sentido, el presente estudio estandarizé un protocolo de
preparacién de laminas citogenéticas para evaluar la dindmica del ciclo celular y determinar la hora mitética de
las razas peruanas Confite puntiagudo, Piricinco y Cuzco gigante var. Blanco Urubamba. Se obtuvieron ldminas
limpias y de tincién uniforme mediante el tratamiento de hidrdlisis dcido-enzimética. La hora mitética se
registr6 alrededor de las 12:00 h en Confite puntiagudo y Blanco Urubamba, mientras que en Piricinco no se
defini6 un rango preciso. La duracidn del ciclo mitético fue similar entre razas (0,42 - 0,49 h), lo que sugiere una
conservacion en la dinamica del ciclo celular.

Palabras clave: Zea mays, razas peruanas; hora mitética; ciclo celular; ciclo mitético.
ABSTRACT

Maize (Zea mays L.) is one of the most widely cultivated cereals worldwide, with great agronomic, industrial,
nutritional, and cultural importance. It is also considered a classical model in cytogenetic studies due to its
genetic diversity and chromosomal structure. In such analyses, determining the cell cycle dynamics and mitotic
hour is crucial for obtaining high-quality chromosome preparations; however, this aspect remains insufficiently
explored in maize. In this context, a cytogenetic slide preparation protocol was optimized to assess cell cycle
dynamics and determine the mitotic hour in three Peruvian maize races: Confite puntiagudo, Piricinco, and
Cuzco gigante var. Blanco Urubamba. Clean and uniformly stained slides were obtained using the acid-
enzymatic hydrolysis treatment. The mitotic hour was recorded around 12:00 h in Confite puntiagudo and
Blanco Urubamba, whereas no precise range was defined for Piricinco. The duration of the mitotic cycle was
similar among races (0.42 - 0.49 h), suggesting a conserved cell cycle dynamic.
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INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.), perteneciente a la familia
Poaceae, es junto al trigo y al arroz uno de los
cereales mds cultivados a nivel mundial (Garcia
Mendoza, 2017). Se distingue por su alto potencial
genético de rendimiento, buen valor econémico y
una amplia adaptabilidad a diversos climas y tipos
de suelos, caracteristicas que han favorecido su
expansidn global (Sanodiya et al., 2023).

Ademas de su relevancia agricola e industrial,
desempefia un papel esencial en la seguridad
alimentaria, la economia global y en la cultura y
tradicién de diversos paises de Africa y América
Latina (Palacios-Rojas et al,, 2020; Song et al., 2025;
Kim et al,, 2026). Es considerado también como un
alimento de alta calidad para animales, sobre todo
rumiantes (Torres et al.,, 2025). Su domesticaciéon
data de hace aproximadamente 9000 afios en el
suroeste de México, a partir de su pariente
silvestre, el teocinte (Liu et al,, 2020; Panda et al,,
2020; Dominguez et al,, 2024). Posteriormente, se
dispersé hacia la regién andina de Sudamérica
donde se han reconocido 146 razas (Salvador-
Reyes & Clerici, 2020), siendo el Pert considerado
como un centro de diversificacién del cultivo
(MINAM, 2018), identificAndose alrededor de 52
razas de maiz (Fuentes-Cardenas et al, 2022)
clasificadas principalmente segin sus rasgos
morfologicos, ubicaciéon geografica y proceso
evolutivo (Salhuana, 2003). Arias et al. (2025)
refieren que la conservacion y protecciéon de estas
razas nativas deben priorizarse, promoviéndose
mayor cantidad de estudios sobre bioseguridad,
conservacion de su biodiversidad entre otros.

Asimismo, el maiz presenta una gran diversidad
genética, relacionada con factores geograficos,
ecoldgicos y culturales, que han permitido la
obtencion de genotipos mejorados (Barrera-
Guzman etal,, 2020; Cheng & Wang, 2025). Por esta
razoén, es considerado un organismo modelo parala
investigacion basica, principalmente en las areas
de citologia, genética, genémica y mejoramiento
vegetal, debido a su desarrollo floral monoico y
heterologo, sincronia meiética y tamafio grande y
distintivo de sus cromosomas (Hake & Ross-Ibarra,
2015). Zambrano et al. (2025) plantean que la
investigacion y conservacion de la semilla nativa
del maiz debe promoverse, dado que es una fuente
de diversidad genética y es donde se encontrarian
los genes que pueden hacer frente al cambio
climatico.

Entre los estudios citogenéticos realizados en maiz
destacan aquellos orientados a la determinaciéon
del ndimero cromosémico, nivel de ploidia,
elaboracion de cariotipos, evaluacion de
genotoxicidad y mapeo génico. Un paso previo
fundamental en estos andlisis es la seleccién y
optimizaciéon del método de preparacion de
laminas citogenéticas, ya que de ello depende una
adecuada visualizacion de las células al
microscopio.

Diversos autores han descrito protocolos de
preparaciéon de laminas citogenéticas empleando
diferentes fijadores, agentes de hidroélisis y
colorantes (McCaw etal.,, 2016; Mondin et al.,, 2014)

asi como técnicas de goteo para obtener
cromosomas dispersos (Yao et al,, 2020).

En contraste, pocos estudios en maiz han abordado
el andlisis del ciclo celular y la determinacion de la
hora mitética, entendida como el momento de
méxima actividad de division celular, como parte
esencial del proceso de estandarizacién, a
diferencia de lo reportado en otras especies donde
constituye un componente clave de la metodologia
para la obtencién de preparados cromosdmicos de
alta calidad (Burbano et al, 2011; Garcia-Godos
Alcazar et al,, 2020; Mata-Sucre et al,, 2017; Quija-
Lamina et al, 2010; Ronddén et al, 2013).
Kaduchova et al (2023) precisan que, en general, la
division celular mitética, su regulacion, cinética y
dinamica han sido estudiados con gran detalle en
hongos, diversos metazoos y humanos, sin
embargo, dichos estudios en plantas son ain muy
limitados. Asimismo, resulta fundamental estimar
los parametros del ciclo celular en plantas para
poder comprender las etapas y programas de
desarrollo en la formaciéon del organismo
(Echevarria et al,, 2021).

Considerando ello, el empleo de raices como
material vegetal resulta especialmente adecuado
para el estudio de la proliferacién celular, ya que
los procesos de divisién y expansion celular se
encuentran separados espacial y temporalmente,
concentrandose la actividad mitética en la zona
meristematica (Desvoyes et al.,, 2021). Esta regién
presenta una alta proporcion de células en fase M
lo que evidencia una intensa proliferaciéon celular y
una dindmica de ciclo celular activa, en
concordancia con andlisis recientes de
transcriptomica unicelular donde se caracteriz6 la
distribuciéon de las fases del ciclo celular en
distintas subpoblaciones celulares de raices de Zea
mays (Bian et al.,, 2025).

Asi, el estudio del ciclo celular y divisién mitdtica
en meristemos radicales de maiz es clave para
comprender la dinamica y duracién del ciclo celular
y sus diferentes fases, aspectos que pueden variar
entre genotipos debido a diferencias genéticas,
fisiolégicas o ambientales (Wang et al., 1986).
Asimismo, conocer la hora mitdtica permite definir
el horario mas adecuado para la recoleccion de las
muestras (Talledo & Escobar, 1995) y mejorar la
eficacia de los tratamientos quimicos y fisicos
empleados para la obtenciébn de cromosomas
dispersos (Ferrer Pereira et al,, 2007), aspecto que
resulta fundamental en estudios de citogenética
clasica, como la elaboracién de cariotipos, y
molecular, como el mapeo génico mediante
hibridacion fluorescente in situ (FISH) (Harun et
al,, 2023; Khalaf et al., 2023). Por su parte, Anissa
& Widodo (2021) sefialan que es importante
realizar el analisis a diferentes horas de corte ya
que permite explorar con mas detalle el momento
adecuado para obtener células en mitosis y asi
encontrar el tiempo efectivo de divisiéon mitdtica.
No obstante, a pesar de la relevancia metodolégica
de la determinacién de la hora mitética y del
analisis de la dinamica del ciclo celular para la
optimizacion de protocolos citogenéticos, en maiz
existe escasa informacidn sistematizada que carac-
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terice estos pardmetros. Los estudios especificos
disponibles son limitados y en su mayoria
corresponden a trabajos clasicos realizados en
lineas endogamicas (Verma & Lin, 1979), sin que se
hayan desarrollado analisis orientados a razas
nativas o germoplasma peruano.

No existen reportes de protocolos estandarizados
que determinen la hora de maxima actividad de
division celular en razas especificas de maiz y su
relaciéon con la dinamica celular, generando un
vacio de informacién que debe cubrirse teniendo
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en cuenta que nuestro pals es centro de
diversificacién del maiz; ello limita la optimizacién
de estudios citogenéticos especificos.

El objetivo del presente estudio fue estandarizar un
protocolo de preparaciéon de laminas citogenéticas
para estudiar la dinamica del ciclo celular y
determinar la hora mitética de tres razas peruanas
de maiz a fin de aportar informacién metodoldgica
util para futuras investigaciones en diversos
campos de la citogenética vegetal.

METODOLOGIA

Obtencidén del material bioldgico

Se emplearon semillas de tres razas peruanas de
maiz (Confite puntiagudo, Piricinco y Cuzco gigante
var. Blanco Urubamba), proporcionadas por el
Banco de Germoplasma del Programa de
Investigacion y Proyecciéon Social en Maiz de la
Universidad nacional Agraria La Molina (UNALM).
La seleccion de las razas consideré sus diferencias
evolutivas, morfolégicas y ecoldgicas (MINAM,
2018) a fin de establecer una comparacion
representativa para el andlisis de la hora mitética y
de la dindmica del ciclo celular. Todos los
procedimientos experimentales se realizaron en el
Laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos (UNMSM).

Germinacion de las semillas

Las semillas se esterilizaron segun Sauer y
Burroughs (1986), con ligeras modificaciones: dos
lavados en etanol al 96 % por 10 s, inmersién en
NaOCl al 4 % (pH 11,2) por 1 min y enjuague en
agua destilada estéril por 10 s, todos bajo agitacion
mediante un mezclador tipo vortex (Labnet, S0200-
230V-EU, EE. UU.). Luego, se dejaron reposar 5 min
y se sembraron sobre una capa de algod6n himedo
dispuesta en placas Petri, a 25 °C y con un
fotoperiodo de 12 h luz/12 h oscuridad.

Determinacion de la hora mitética

Se estandariz6 la preparacion de laminas

citogenéticas a partir de los protocolos descritos
por Aguilera et al. (2016) y Aliyeva-Schnorr et al.
(2015). Se seleccionaron semillas germinadas con
raices de 1 - 1,5 cm de longitud (Figura 1), cuyos
apices radiculares se cortaron y recolectaron a las
10:00, 11:00, 12:00, 13:00, 14:00 y 15:00 h. Para

cada hora evaluada se prepararon laminas por
triplicado.

Fijacion

La fijacion de los apices radiculares se realiz6 en
etanol absoluto: acido acético glacial (3:1) durante
24 h a -20 °C. Posteriormente, se realizaron dos
lavados en agua destilada fria (5 min cada uno),
seguido de dos lavados en buffer citrato 0,01 M pH
4,8 (5 min cada uno), todos bajo agitacion.
Posteriormente, los 4pices radiculares pasaron al
tratamiento de hidrolisis.

Hidrélisis

Se evaluaron tres tipos de hidrdlisis: 4acida,

enzimdtica y dcido-enzimaética (Tabla 1).

= Acida: Se utilizé6 HCl 1N y 5N, seguido de tres
lavados en buffer citrato 0,01 M (pH 4,8; 5 min
cada uno). La aplicacién de la solucién TARGA
(acético glacial: acido lactico: agua destilada,
9:5:6) se evaludé como tratamiento posterior a
la hidrélisis con HCI, realizando tres lavados
antes y después de su aplicacién (5 min cada
uno).

= Enzimatica: Se aplicé una solucion de celulasa
al 2% y pectinasa liquida al 20% (ambas de
Aspergillus niger) disueltas en glicerol al 40%
en buffer citrato 0,01 M (pH 4,8). Tras la
digestion, se realizaron cinco enjuagues en
buffer citrato (5 min cada uno).

= Acido-enzimatica: Se combinaron HCl 5N y la
solucién enzimatica, realizidndose tres lavados
en buffer citrato (5 min cada uno) tras el HCI 5N
y cinco lavados en el mismo buffer tras la

enzima. Cuando se invirti6 el orden de
aplicacion, también se invirtieron los lavados
correspondientes.
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Figura 1. Semillas germinadas de tres razas peruanas de maiz, mostrando raices de aproximadamente 1 - 1,5
cm A. Confite puntiagudo. B. Cuzco gigante var. Blanco Urubamba. C. Piricinco.
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Tincion y montaje

Se evaluaron tres diferentes tiempos de tincién con
orceina lactoacética al 2% (OLA 2%) —30 min, 45
min, 1 h y 1h 30 min— para cada tratamiento de
hidrolisis. Transcurrido estos tiempos, se aplicé la
técnica de squash y las preparaciones se sellaron
con Entellan.

Conteo de células

Las laminas se observaron al microscopio éptico
(Euromex iScope series, Paises Bajos) a 400x,
contabilizdndose aproximadamente 1000 células
por preparacion. Las células se clasificaron de
acuerdo con la fase del ciclo celular en la que se
encontraban (interfase, profase, metafase, anafase
o telofase).

Calculo de indices

Se calcularon los indices de fase parciales (IF) e
indice mitdtico parcial (IM), de acuerdo con Talledo
& Escobar (1995):

IF (%) = Numero de células de cada fase / Numero

total de células x 100
IM (%) = IFp + IFm +IFa + IFt

Donde p: profase, m: metafase, a: anafase y t:
telofase. Los indices de fase totales (IFT) se
calcularon como el promedio de los IF obtenidos en
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cada hora de evaluacion, y el indice mitético total
(IMT) como la suma de los IFT de cada fase:
IFT (%) = Suma de los IF de cada fase / Nimero de
horas

IMT (%) = IFTp + IFTm +IFTa + IFTt
Donde p: profase, m: metafase, a: anafase y t:
telofase.
La duracién de cada fase del ciclo celular (TF) se
estimé a partir de los IFT, asumiendo que el valor
total de los IFT (100%) correspondid a la duracion
del ciclo celular (CC) media, equivalente al
intervalo de tiempo de evaluacién (5h). La duracién
del ciclo mitético (CM) se obtuvo como la suma de
las duraciones de las fases:

TF (h) = IFT / 100 x CC
CM (h) = TFp + TFm +TFa + TFt

Donde p: profase, m: metafase, a: anafase y t:
telofase.

Analisis estadistico

El procesamiento de los datos se realiz6 en RStudio.
Se calcularon estadisticas descriptivas (media *
desviaciéon estandar) y se aplicé un analisis de
varianza (ANOVA) de una via. En caso de
significancia (p < 0,05), se efectué la prueba
paramétrica TukeyHSD para comparaciones
multiples.

Tabla 1
Tratamientos de hidroélisis evaluados en la estandarizacién del protocolo de preparacién de ldminas citogenéticas de maiz
Hidrélisis Agente Temperatura Tiempo
HCI 1IN T° ambiente 10 fmin
20 min
HCI 5N T° ambiente 3 min
20 min + 10 min
Acida T° ambiente + 4 °C ;g A : E .
HCI 5N + TARGA > min
25 min + 25 min
o o 20 min + 10 min
60°C+4°C 25 min + 10 min
1h i
Enzimatica Celulasa 2% + Pectinasa 10% 37°C 320hm1n

- HCI 5N + (Celulasa 2% + Pectinasa 10%)
Acido -

10 min + 1h 30 min

LEEnd9 DRl 15 min + 1h 30 min

Enziméti
MZNIEIECE (Celulasa 2% + Pectinasa 10%) + HCl 5N

1h 30 min + 10 min

37 °C + T® ambiente 1h 30 min + 15 min

RESULTADOS Y DISCUSION

Estandarizaciéon de laminas citogenéticas

En la Tabla 2 se presenta el protocolo estanda-
rizado para obtener ldminas citogenéticas a partir
de meristemos radiculares de maiz.

El tratamiento de hidrolisis acida, con o sin adicién
de la solucién ablandadora TARGA, empleada para
facilitar la maceracién del tejido y la separaciéon
celular, dio lugar a preparaciones con abundantes
restos celulares y tincién inadecuada, lo que
dificulté la distincién de células en interfase y
profase. Por otro lado, el empleo exclusivo de
solucién enzimatica mejord ligeramente la tincidn,
pero produjo abundante suciedad y vesiculas, sin
diferencias entre los tiempos de exposicion
evaluados (1 h 30 min y 2 h). En contraste, la
combinaciéon de ambos tratamientos —hidrolisis
enzimatica por 1h 30 min seguido de hidrélisis con
HCI 5N durante 15 min— produjo los mejores
resultados, obteniéndose preparaciones limpias

que mostraron campos con buena tincién y en las
que fue posible diferenciar claramente las fases de
la mitosis. Por el contrario, aplicar primero el HCI
5N y luego la enzima resulté en laminas con
suciedad y presencia de vesiculas.

Respecto a la tincién con OLA 2%, en las laminas
sometidas Unicamente a hidrélisis acida esta
resulté deficiente, sin variaciones notables entre
los tiempos evaluados (30 min, 45 min,1hy 1 h 30
min). En aquellas tratadas solo con enzima se
observé una ligera mejoria, aunque sin diferencias
marcadas al prolongar el tiempo de tincién. En
contraste, en las laminas donde se empled
hidroélisis combinada, la calidad de la tincién
aument6 progresivamente con el tiempo de
exposicion al colorante, alcanzandose los mejores
resultados con 1 h 30 min, donde las preparaciones
se mostraron mas nitidas y uniformes (Figura 2).
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Tabla 2
Protocolo estandarizado de preparacion de laminas citogenéticas a partir de meristemos radiculares de maiz
Procedimiento Agente Temperatura Tiempo Condicion
Fijacion Etanol absoluto: Acido acético (3:1) -20°C 24h Oscuridad
Agua destilada 4°C 2 x 5min
Lavado Luz y agitacién
Buffer citrato 0,01M, pH 4,8 4°C 2 x5 min
Hidrolisis enzimatica Celulasa 2% + Pectinasa 10% 37°C 1h 30 min Luz
Lavado Bulffer citrato 0,01M, pH 4,8 4°C 5x 5 min Luz y agitacion
Hidrlisis 4cida HCL 5N Temperatura o i Luz
ambiente
Lavado Bulffer citrato 0,01M, pH 4,8 4°C 3 x5 min Luz y agitacion
T t
Tincién Orceina lactoacética 2% empera ura 1h 30 min Luz
ambiente
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Figura 2. Células de meristemo radicular de maiz obtenidas con los tratamientos de hidroélisis evaluados durante la
estandarizacion del protocolo de preparacién de laminas citogenéticas. Microfotografias obtenidas a 400x. A. HCI 5N (3 min)
B. HCI 5N (20 min, temperatura ambiente) + TARGA (15 min) C. HCI 5N (20 min, 60 °C) + TARGA (15 min) D. Hidrélisis
enzimatica (1 h 30 min) E. Hidroélisis enzimatica (2 h) F. HCl 5N (10 min) + Hidroélisis enzimatica (1 h 30 min) G. HCI 5N (15
min) + Hidrolisis enzimatica (1 h 30 min) H. Hidrélisis enzimatica (1 h 30 min) + HCI 5N (10 min) I. Hidrdlisis enzimatica (1
h 30 min) + HCI 5N (15 min).
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La hidroélisis constituye un paso clave en la
preparacién de laminas citogenéticas, ya que
permite romper la pared celular y degradar la
pectina que se encuentra en las uniones
intercelulares, lo que facilita la dispersién de las
células en una sola capa y reduce la superposiciéon
durante la observacién al microscopio (Valladolid
et al, 2004). Este proceso puede realizarse
mediante agentes quimicos, tratamientos enzima-
ticos, o combinaciones de ambos (Valladolid et al,,
2004).

Entre los agentes hidroliticos quimicos, el HCl ha
sido ampliamente utilizado en diversas especies, ya
sea a bajas concentraciones y temperatura
ambiente (Mata-Sucre et al, 2017), o a altas
temperaturas (Deogade & Nasare, 2016; Jaimes
Méndez et al, 2022; Quija-Lamina et al, 2010).
Asimismo, se ha reportado el empleo de HCl a
mayor concentracioén y temperatura ambiente, con
resultados satisfactorios (Burbano et al,, 2011).

En el presente estudio, la hidrélisis acida
empleando HCl a diferentes concentraciones y
tiempos, asi como en combinacién con soluciones
ablandadoras como TARGA, produjo preparados
con abundantes restos celulares y tincion
deficiente, aun cuando se incrementé el tiempo de
exposicion al colorante. Esto sugiere una digestion
inadecuada de la pared celular, lo que dificultd la
entrada del colorante en las células.

Se ha sefialado que el HCl disuelve las sales pécticas
de la lamina media, facilitando la separacion de las
células y el aclaramiento del citoplasma (Valladolid
et al, 2004), ademas de suavizar los apices
radiculares y favorecer el squash (Delgado et al,
2010). Sin embargo, su efecto puede ser adecuado
para ciertos grupos vegetales, pero limitado para
otros, particularmente especies con cromosomas
pequefios y numerosos (Kawano, 1965). Lo
anterior fue corroborado por Ronddn et al. (2013)
quienes, al emplear hidrolisis acida en apices
radiculares de una especie de frailejon, obtuvieron
ldminas con células superpuestas y donde la
mayoria aiin conservaba la ldmina media.

En maiz, se reporté la obtencién de buenos
resultados utilizando hidrélisis acida para la
preparacién de laminas citogenéticas (Chorzempa
etal, 2017); sin embargo, esto no se observo en el
presente estudio, lo cual podria deberse a varia-
ciones en el material vegetal utilizado, el estado
fisiologico del tejido o las condiciones experimen-
tales particulares de cada procedimiento.

En cuanto a la hidrélisis enzimdtica, diversos
estudios han reportado que el uso de mezclas
enzimaticas genera preparaciones con células
dispersas y en un solo plano (Lattier etal.,, 2017; Li
etal, 2023). En maiz, McCaw et al. (2016) también
obtuvieron buenos resultados empleando mezclas
enzimaticas, ademas de sefialar que el tiempo de
digestion podia variar en funciéon del tamafio del
apice radicular o de la edad de la enzima utilizada.
En nuestro estudio, la combinacion de celulasa al
2% y pectinasa al 10% permitié obtener laminas
con tincion adecuada, pero con abundante
presencia de pequefas vesiculas tanto en el

citoplasma como en el campo de observacion. Estas
estructuras podrian corresponder a restos de
pared u organulos celulares producto de la
degradacion, o bien a oligosacaridos derivados de
pectina generados durante la digestién enzimatica
(An et al, 2005; Pasarin et al, 2023), los cuales
pueden agregarse y adoptar la apariencia de
granulos o vesiculas.

Finalmente, respecto al tratamiento mediante
hidrélisis combinada, se obtuvieron preparaciones
limpias y con tincién uniforme. Estudios previos en
diferentes especies vegetales también reportaron
resultados satisfactorios con este tipo de hidrolisis
(Delgado et al., 2010; Rodriguez & Bueno, 2006),
seflalando que los tratamientos 4acidos o
enzimaticos por separado resultan insuficientes
(Rondén etal., 2013).

En este contexto, se resalta la importancia de
aplicar el HCl tras el tratamiento enzimatico en el
proceso de preparacién de laminas citogenéticas,
dado su efecto en el aclaramiento del citoplasma y
la remocién de vesiculas y restos celulares que
dificultan la visualizacién de las células al
microscopio, asi como en el ablandamiento del
tejido para favorecer el posterior aplastamiento o
squash. Una digestién adecuada de la pared celular,
junto con una limpieza efectiva de restos celulares
y maceracion apropiada del tejido, mejora la
penetracion del colorante y explicaria la tincion
nitida y uniforme resultante en las preparaciones.

Hora mitética y ciclo celular

Los indices de fase parciales y el indice mitético
parcial se presentan en la Tabla 3. En Confite
puntiagudo el mayor IM se registré a las 12:00 h
(11,84 =+ 2,18); sin embargo, no difirié
significativamente de los valores obtenidos a las
11:00 h (8,15 * 1,66) y 13:00 h (8,49 * 1,41),
aunque sf fue superior a los registrados a las 10:00,
14:00 y 15:00 h (Figura 3A). Por tanto, el intervalo
de 11:00 a 13:00 h se considera el de mayor
actividad mitética para esta raza. En Blanco
Urubamba, el maximo IM también se obtuvo a las
12:00 h (11,38 + 1,03) y resulto6 significativamente
mayor que en las demads horas evaluadas, por lo que
la hora mitética se ubica a las 12:00 h (Figura 3B).
Por otro lado, Piricinco present6 el mayor IM a las
10:00 h (13,10 + 4,45). No obstante, este valor no
difiri6 significativamente de los registrados en las
demas horas, lo que dificulta el establecimiento de
una hora o rango definido de maxima actividad
mitética (Figura 3C).

En las tres razas, la fase del ciclo celular con mayor
proporcién de células correspondi6 a la interfase,
mientras que, dentro de la mitosis, predominé la
profase (Tabla 4), con una duracién estimada de
0,27 h para Confite puntiagudo y Blanco Urubamba,
y 0,28 h para Piricinco (Tabla 5). El porcentaje total
de células en divisién (IMT) fue 8,51% en Confite
puntiagudo, 8,39% en Blanco Urubamba y 9,79%
en Piricinco (Tabla 4). En consecuencia, la duracién
del ciclo mitético se estimé en aproximadamente
0,43 h para Confite puntiagudo, 0,42 h para Blanco
Urubamba y 0,49 h para Piricinco (Tabla 5).
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Tabla 3

Indices de fase parciales (IF) e indice mitético parcial (IM) en apices radiculares de tres razas peruanas de maiz evaluados
entre las 10:00 y las 15:00 h

Raza Hora IFi (%) IFp (%) IFm (%) IFa (%) IFt (%) IM (%)

10:00  9359+1,15 420090  1,32%023 043%012 046015 641115
11:00  91,85+1,66 573+206  153%026  053%030 037%038  815+166
12:00 8816218  7,60+217  228+026  089+055  1,06+030 11,84+218

cp 13:00 91,51+ 1,41 557 +1,58 1,56 £ 0,05 0,63 £ 0,06 0,73 £ 0,25 8,49+ 1,41
14:00 92,22 +0,38 4,67 £ 0,57 1,46 + 0,24 0,69+0,17 0,96+ 0,16 7,78 £ 0,38
15:00 92,23 + 1,35 3,67 +1,88 1,52 + 0,25 1,16 + 0,29 1,42 + 0,38 7,77 £ 1,35
10:00 92,00 = 0,24 4,78 £ 0,81 1,26 £ 0,21 0,60+ 0,10 1,36 £ 0,38 8,00 = 0,24
11:00 91,66 = 0,82 4,98 £ 0,57 1,83 £ 0,35 0,90 + 0,36 0,63 +0,15 8,34 + 0,82
BU 12:00 88,62 +1,03 7,55+1,11 2,05+0,11 0,93 +0,30 0,86+ 0,20 11,38+ 1,03
13:00 91,81 +0,51 5,16 £ 0,70 1,60 + 0,26 0,63 £0,25 0,80+0,26 8,19 £ 0,51
14:00 93,97 £ 0,47 3,61£0,25 1,09 £ 0,27 0,73+0,16 0,60 + 0,36 6,03 £ 0,47
15:00 91,58 + 1,59 5,80 £ 0,81 1,49 + 0,46 0,63 £0,57 0,50 £0,17 8,42 1,59
10:00 86,90 + 4,45 7,74 2,99 2,45 £ 0,55 1,29 + 0,65 1,62 + 0,45 13,10 £ 4,45
11:00 88,81 +0,72 6,14 + 0,38 2,49 £ 0,40 1,16 £ 0,46 1,40 £ 0,30 11,19+ 0,72
PR 12:00 91,62 * 2,34 4,44 + 2,07 1,29+0,11 0,73 £0,45 1,92 + 0,40 8,38 + 2,34

13:00 88,51 +2,30 7,38 + 2,40 1,96 £ 0,21 1,26 £ 0,40 0,90 + 0,43 11,49 £ 2,30

14:00 92,19 + 1,46 4,51+ 1,65 1,12 £ 0,15 0,47 £ 0,06 1,72 £ 0,49 7,81 £ 1,46

15:00 93,27 + 1,42 3,33+£0,21 1,47 + 0,55 0,67 £ 0,06 1,27 + 0,84 6,73 £ 1,42
Los resultados se muestran en porcentajes (media + desviacién estandar). CP: Confite Puntiagudo, BU: Blanco Urubamba, PR:
Piricinco, IF: indice de fase parcial, IM: indice mitético parcial, i: interfase, p: profase, m: metafase, a: anafase y t: tel6fase.
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a 1o a 151 a
—~ 121 — —_
® S X 121 \a 2
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= 64 = 61 = .
@ ) o 8
2 L L2
2 3 £ 3 2 3
‘ ; ‘ ‘ ‘ . 0+— . ‘ ‘ ; . 04— . ‘ ‘ ‘ ;
10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00 10:00 11:00 12:00 13:00 14:00 15:00
Hora Hora Hora

Figura 3. Variacién del indice mitético parcial en 4pices radiculares de tres razas peruanas de maiz entre las 10:00 y 15:00 h.
A. Confite puntiagudo B. Blanco Urubamba. C. Piricinco. Letras distintas indican diferencias significativas entre medias (p <
0,05).

;'l;lzi(il;i::de fase totales (IFT) e indice mitético total (IMT) en dpices radiculares de tres razas peruanas de maiz
Raza IFTi (%) IFTp (%) IFTm (%) IFTa (%) IFTt (%) IMT (%)
CP 91,49 5,33 1,67 0,73 0,78 8,51
BU 91,61 5,31 1,55 0,74 0,79 8,39
PR 90,21 5,59 1,80 0,93 1,47 9,79

Los resultados se expresan en porcentajes. CP: Confite Puntiagudo, BU: Blanco Urubamba, PR: Piricinco, IFT: indice de fase
total, IMT: indice mitético total, i: interfase, p: profase, m: metafase, a: anafase y t: telofase.

Tabla 5

Duracién estimada de las fases del ciclo celular (TF) y del ciclo mitético (CM) en dpices radiculares de tres razas peruanas de
maiz

Raza cc (h) TFi (h) TFp (h) TFm (h) TFa (h) TFt (h) CM (h)
CP 4,57 027 0,08 0,04 0,04 0,43
BU Tiempo de 458 027 0,08 0,04 0,04 0,42

evaluacion = 5h
PR 4,51 0,28 0,09 0,05 0,07 0,49

Los resultados se expresan en horas. CP: Confite Puntiagudo, BU: Blanco Urubamba, PR: Piricinco, CC: duracién del ciclo
celular, TF: duracién de fase, i: interfase, p: profase, m: metafase, a: anafase, t: telofase y CM: duracién del ciclo mitético.
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La determinacién de la dindmica del ciclo celular y
de la hora mitdtica en especies vegetales constituye
una herramienta ampliamente utilizada en una
gran variedad de estudios citoldgicos (Garcia-
Godos Alcazar et al,, 2020; Mata-Sucre et al,, 2017;
Quija-Lamina et al, 2010; Rodriguez & Bueno,
2006; Rondoén et al, 2013). La hora mitdtica se
define como el momento del dia en que el indice
mitdtico alcanza su valor maximo, indicando el
periodo de mayor actividad de division celular. Su
determinaciéon permite reducir la influencia del
azar en la eleccion del momento adecuado de
muestreo (Talledo & Escobar, 1995).

En el presente estudio, la evaluacién realizada
entre las 10:00 a 15:00 h, permiti6 identificar un
pico de actividad mitética entre las 11:00 ha 13:00
h para Confite puntiagudo y alrededor del mediodia
para Blanco Urubamba (Figura 3). De acuerdo con
Alcorcés de Guerra (2002) la hora mitética es un
parametro variable tanto entre especies como
dentro de una misma especie, y suele ser
caracteristica de cada genotipo. Sin embargo,
diferentes genotipos pueden compartir un mismo
rango horario de maxima actividad mitética.
Deogade & Nasare (2016) reportaron que dos
variedades de Allium sativum L. presentaban una
hora mitética similar entre las 9:00 y 10:00 h, lo
que concuerda con los resultados obtenidos en este
estudio, donde ambas razas de maiz mostraron un
rango horario semejante de maxima actividad
celular. Las horas mitéticas determinadas
representarian los momentos mas adecuados para
la recoleccién de apices radiculares en estudios
citogenéticos, como la obtenciéon de placas
metafasicas para analisis cariotipico (Mata-Sucre et
al,, 2017; Rondén et al,, 2013) o la determinacion
del nimero cromosémico (Quija-Lamina et al,
2010).

En contraste, en Piricinco no fue posible establecer
una hora mitética definida. Aunque a las 10:00 h se
registro el valor maximo del indice mitético parcial
(IM), la elevada desviacién estandar asociada—
atribuida a la variabilidad entre réplicas—no
permitié evidenciar diferencias significativas con
respecto a las demads horas evaluadas (Figura 3).
Esta variabilidad podria atribuirse a multiples
factores. El indice mitético es altamente sensible a
factores ambientales extrinsecos como la
intensidad luminica (Miotto et al., 2021; Valencia
Rincén & Rodriguez Castillo, 2012), la temperatura
(Chorzempa et al., 2017; Neves et al, 2020), el
estrés hidrico (Ribeiro et al,, 2023; Rosely et al,
2024) o el estrés salino (Cavusoglu, 2023; Othman,
2020). Por ello, se ha empleado como indicador de
citotoxicidad y tolerancia frente a diversos agentes
fisicos, quimicos o ambientales (Bonea et al.,, 2018;
El-Sagheer et al,, 2024; Kassa, 2021; Murali et al,
2021).

Ademas de los factores ambientales, las
caracteristicas fenoldgicas propias de las semillas
también influyen en el indice mitético. Akhter et al.
(1992) observaron que el envejecimiento y el
almacenamiento prolongado de las semillas
reducen el porcentaje de germinacidén y el indice
mitético en raices de trigo y cebada. De forma

similar, Dantas et al. (2019) documentaron una
reduccion del indice mitdtico en raices de semillas
de arroz y frijol sometidas a envejecimiento
artificial. En el caso del maiz, se ha sefialado que la
longevidad, las condiciones de almacenamiento y el
momento de cosecha afectan el vigor de la semilla
(Feng et al.,, 2024; Revilla et al., 2006).

En este sentido, considerando que la germinacion,
recolecciéon de raices, preparacion de laminas y
conteo celular se realizaron bajo las mismas
condiciones experimentales, la elevada dispersion
de los valores de IM en Piricinco podria explicarse
por una posible heterogeneidad en la edad o vigor
de las semillas utilizadas, aspecto que seria
recomendable  confirmar en evaluaciones
posteriores aumentando el nimero de réplicas y
verificando si la variabilidad se mantiene. Por otro
lado, no debe descartarse la influencia de la
informacién genética propia de cada raza, ya que,
como seflalan Anissa & Widodo (2021), la divisién
celular varia entre organismos en funcién tanto de
su composicién genética como de factores
ambientales (nutricién, temperatura, intensidad
luminica, etc.).

Respecto a los indices de fase totales (IFT), estos
representan el porcentaje de células presentes en
cada fase del ciclo celular y reflejan directamente la
duracidn relativa de cada una de ellas (Rondén et
al,, 2013). Asimismo, el indice mitético total (IMT)
expresa la proporcién de células en divisiéon con
respecto al total de células observadas, reflejando
la duracién relativa de la mitosis o ciclo mitdtico
(CM).

Para estimar la duracidn de las fases y de la mitosis
se consideré un valor promedio de duracién del
ciclo celular (CC) de 5 h—equivalente al intervalo
de evaluacién— el cual, de acuerdo con Talledo &
Escobar (1995), corresponde a wun tiempo
suficiente en el que se observa claramente el inicio
y el fin de la mitosis en un porcentaje significativo
de células.

En las tres razas, la profase se identificé como la
fase mas prolongada y con mayor proporcién de
células en divisién dentro de la mitosis, mientras
que la anafase present6 la menor frecuencia y
duracién (Tabla 5). Estos resultados concuerdan
con lo reportado por Quispe et al. (2010), Rondén
etal. (2013) y Wang et al. (1986), quienes también
registraron a la profase como la etapa mit6tica mas
extensa y a la anafase como la mas breve. Sin
embargo, algunos estudios no coinciden
completamente con este patrén, evidenciando que
la duracién relativa de las fases mitdticas puede
variar entre genotipos. Un ejemplo de esto fue
descrito por Matos et al. (1995) y Valencia Rincén
& Rodriguez Castillo (2012), quienes observaron
en sus investigaciones que la telofase era la fase
mas corta del ciclo celular.

En el presente estudio, los valores de IMT
obtenidos para Confite puntiagudo, Blanco
Urubamba y Piricinco fueron de 8,51%, 8,39% y
9,79%, respectivamente. Como sefiala Dyer (1979,
citado en Talledo & Escobar, 1995), el IMT no
refleja la velocidad de divisién celular, sino la
proporcion de células en mitosis dentro del total en
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el ciclo celular, lo que permite estimar su duracién
para cada raza, que en nuestro caso se estimé en
aproximadamente 0,43 h, para Confite puntiagudo,
0,42 h para Blanco Urubamba, y 0,49 para Piricinco
(Tabla 5).

Una tendencia similar fue descrita por Verma & Lin
(1979), quienes observaron en distintas lineas
endogamicas de maiz una relativa constancia en la
duracién total del ciclo celular y la mitosis,
atribuyendo esta estabilidad a la existencia de un
control genético estricto y altamente especifico que
regula el ciclo celular. No obstante, la duracién de
la mitosis estimada por los autores fue mayor,
entre 0,81 y 1,34 h, difiriendo de los valores
obtenidos en el presente estudio. Esta diferencia se
deberia principalmente a que no establecieron una
duracién media del ciclo celular para estimar la
duracién de las fases, sino que calcularon
directamente dichos valores mediante
autorradiografia de células marcadas con timidina
tritiada, estrategia que ha sido utilizada
ampliamente en la comprension de la cinética de la
proliferaciéon celular en meristemos radiculares
(Desvoyes et al., 2021).

En contraste con la estabilidad antes descrita,
diversos estudios han evidenciado que la dindmica
del ciclo celular puede variar entre genotipos,
asocidndose a diferencias genéticas. Wang et al.
(1986) reportaron que la duracién del ciclo celular
aumentaba en una variedad mexicana de maiz que
presentaba cromosomas B frente a otra que no los
presentaba, atribuyendo esta diferencia a que los
cromosomas B prolongaban la fase S al darse su
replicacion de forma tardia durante dicho estadio.
Asimismo, Jain & Gupta (1971) observaron
diferencias en la duracién del ciclo celular—
particularmente en la fase S—entre variedades
primitivas y mejoradas de maiz, sugiriendo que las
variedades primitivas presentaban un mayor
contenido de ADN en sus células en comparaciéon
con las variedades mas evolucionadas.

Por otra parte, se ha demostrado que estas
variaciones pueden originarse a partir de
diferencias en los mecanismos de regulacién
génica. Huang et al. (2019) identificaron en el maiz
el gen Vksl como un regulador de la mitosis y
citocinesis durante el desarrollo temprano del
endospermo, y propusieron que las alteraciones en
suregulacién podrian provocar una represién de la
division celular. Por su parte, Zhao et al. (2022)
demostraron que los genes de las ciclinas no solo
regulan la progresion del ciclo celular, sino como es

el caso del ZmCYCB1-1, también regulan el
crecimiento del embri6n y tamafio de la semilla.
Finalmente, diversos factores ambientales,
especialmente los de tipo abiético, pueden influir
en la duracién del ciclo celular. Zhao et al. (2014)
reportaron que distintas condiciones de estrés
abiético, como la salinidad y las variaciones
extremas de temperatura, incrementan los niveles
de acetilacion de genes especificos del ciclo celular,
prolongando su duracién y afectando el
crecimiento y desarrollo de las plantulas de maiz.
De igual manera, Qi & Zhang (2020) sefialaron que
factores abidticos como la salinidad, la
temperatura, la humedad y la luz influyen
significativamente en el crecimiento de las plantas
y el rendimiento de los cultivos, efectos que se
atribuyen a alteraciones en los procesos de
proliferacién y expansion celular. En este mismo
contexto, Hodgkinson et al. (2023) refieren que los
procesos de estrés por factores fisicos, metabélicos
o quimicos pueden producir dafios en el ADN y
comprometer el ciclo celular, y por ello es
fundamental investigar los parametros de la
dindmica celular.

En conjunto, los resultados sugieren que, si bien las
diferencias en la duracién del ciclo mitético y de sus
fases fueron minimas entre las tres razas de maiz
estudiadas, factores genéticos y ambientales, asi
como variaciones en los mecanismos de regulacién
génica, pueden influir en la dinamica del ciclo
celular. Chu & Wang (2023) destacan que uno de
los principales desafios actuales es comprender el
mecanismo del ciclo celular desde la perspectiva
estructural  cromosémica dado que los
cromosomas presentan una dindmica propia a lo
largo de las distintas fases del ciclo celular.

Si bien el andlisis de la dinamica estructural
cromosémica no fue abordado directamente, los
resultados aqui presentados contribuyen a cubrir
un primer eslabén en el conocimiento de la
dinamica del ciclo celular y determinacién de la
hora mitética en maiz peruano, lo que permite
proyectar investigaciones posteriores orientadas al
andlisis integrado de la dindmica celular y
cromosomica. En este sentido, el presente estudio
se sustenta en andlisis citolégicos que permiten
evaluar de manera practica y eficiente la dindmica
del ciclo celular en maiz y establecer su hora
mitdtica; informacidn que resulta fundamental por
su aplicabilidad en estudios futuros de mayor
alcance y complejidad en el campo de la
citogenética vegetal.

CONCLUSIONES

Para el estudio de la hora mitética y del ciclo celular
en tres razas peruanas de maiz se realiz6 la
estandarizacién del protocolo de preparaciéon de
laminas citogenéticas a partir de meristemos
apicales radiculares. En el paso critico de hidrélisis,
el mejor tratamiento correspondié a la hidrélisis
enzimatica seguida de hidrolisis acida, obtenién-
dose laminas limpias y de tincién uniforme. La hora
mitética se estimé alrededor del mediodia para
Confite puntiagudo y Cuzco gigante var. Blanco

Urubamba, mientras que en Piricinco no se definid
un rango horario especifico de méaxima actividad
mitética, posiblemente debido a caracteristicas
fisiolégicas propias de las semillas, aspecto que
seria importante evaluar en futuras investi-
gaciones. La duracidn del ciclo mitético fue similar
entre razas, oscilando entre 0,42 hy 0,49 h, lo que
sugiere una posible conservacién en la dindmica
del ciclo celular. En perspectiva, la informacién
obtenida sobre la dindmica del ciclo celular y la
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determinacién de la hora mitdtica en razas
peruanas de maiz constituye una base método-
légica para el desarrollo de estudios citogenéticos
de mayor alcance, que incluyan un mayor nimero
de razas y la evaluacién bajo distintas condiciones
ambientales. Los datos obtenidos posibilitaran
optimizar estudios citogenéticos de mayor
complejidad que involucren mapeo fisico de

cromosomas y andlisis cariotipico detallado,
permitiendo realizar investigaciones orientadas al
analisis de la estructura y dindmica cromosdmica,
identificacion de haploidias, relaciones evolutivas
y/o estudios comparativos de genomas. Asimismo,
estos aportes pueden fortalecer su aplicacién en
programas de mejoramiento genético y
conservacion del germoplasma nativo.
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