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INTRODUCCION GENERAL 

EL CULTIVO DEL ARROZ 

Los cereales constituyen la fuente más importante de calorias y proteína~ para el hombre. 

Más del 52% de los alimentos son derivados de cereales tales como el trigo, el arroz, el maíz, la 

cebada, etc. Dentro de éstos, el arroz (Oryza sativa L), ocupa el segundo lugar en importancia, 

después del trigo, ya que es el alimento básico para la mitad de la población mundial. Sus 

elementos constitutivos son el agua (10 - 14%), proteínas (5 - 100/o), grasa (0.6 - 3%), 

carbohidratos (73- 81%), fibra (0.2-1 %) (Parsonet al 1984, Vasil y Vasil 1991). 

El arroz es llllO de los tres alimentos básicos esenciales en la dieta de los costarricenses, 

quienes consumen 45 kg per capita al año, lo que puede considerarse como un índice elevado 

(Colegio de Ingenieros Agrónomos 1993). Con el propósito de contribuir al mejoramiento de las 

variedades costanicenses de arroz y hacerlas más resistentes al Virus de la Hoja Blanca del 

Arroz (RHBV) por medio de técnicas de ingenieria genética, se evaluó la capacidad 

morfogénica de nueve variedades (Valdez et al. 1996). Entre estas, la variedad CR-5272, mostró 
> 
:.. 

la mayor capacidad para la inducción de callos y· 'la regeneración de plantas. Esta variedad 

(liberada en 1976) es de porte bajo, de hojas erectas, macollamiento moderado, resistente al 

acame; florece entre los 80 y 85 días después de la siembra, dura a la cosecha entre 110 y 115 

días, por lo que es hoy en día, la variedad comercial más precoz que existe en el mercado, con 

un grano de excelente calidad. Su potencial de producción por hectárea es de 5. 5 a 6 toneladas 

(CONIITA 1991). 
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CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES. 

La biotecnología vegetal es el producto de varias disciplinas que hasta hace poco tiempo 

se consideraban independientes: la biología molecular, el cultivo de tejidos vegetales, la 

ingeniería genética, la fitopatología, la :fisiología vegetal, entre otras (Lindsey y Jones 1989). 

El cultivo de tejidos vegetales puede ser aplicado en estudios de :fisiología, genética, 

bioquímica, fitopatología, morfología y en otras ciencias afines, en la bioconversión y 

producción de compuestos útiles, en el incremento de la variabilidad genética, en la obtención y 

propagación de plantas libres de patógenos, en la conservación e intercambio de germoplasma, 

en la obtención de mutantes y plantas haploides, y en los estudios de diferenciación vascular, 

entre otros (Jou y Montoya 1990, Ivfroginski y Roca 1991 ). 

Consecuentemente, el cultivo de tejidos vegetales, es una herramienta versátil para el 

estudio de problemas básicos y aplicados de la biología de las plantas; constituye en efecto, el 

puente necesario para llevar las manipulaciones genéticas desde el laboratorio hasta el campo 
' 

(Roca y :Mroginski 1991 ). 

El cultivo de tejidos vegetales consiste esencialmente en aislar una porción de la planta 

(o explante) y obtener así protoplastos, células, tejidos u órganos, que se cultivan en condiciones 

asépticas en un medio de composición química definida y luego se ubican en condiciones 

ambientales artificiales apropiadas. Las diferentes respuestas morfogénicas que se pueden 

obtener en el cultivo de tejidos vegetales van desde la formación de tejidos organizados 
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(organogénesis) hasta la obtención de embriones somáticos, ya sea directa o indirectamente 

(Dallos y Alvarez 1988, Lindsey y Jones, 1989, Litz y Jarret 1991, :Mrogiru¡ki y Roca 1991). 

EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA 

La iniciación y el desaffollo de embriones a partir de tejido somático, fué inicialmente 

reconocido por Steward en 1958 (citado por Gautheret 1985), en cultivos de suspensiones 

celulares de "zanahoria" (Daucus carota). La embriogénesis somática es el desarrollo de 

embriones que no son producto de la fusión de gametos, sino que se originan a partir de células 

somáticas. En este proceso, las células somáticas haploides o diploides, desarrollan plantas 

diferenciadas, a través de etapas embriológicas características (Haccíus 1977, Ammirato 1983). 

Cada embrión somático es una estructura bipolar con un eje radical-apical, que no posee 

conexión con el tejido materno (Williams y Maheswaran 1986, Tisserat 1987, Litz y Jarret 

1991). 

Este fenómeno puede ocunir a partir del cultivo in vilro de varios tipos de células, tejidos 

y órganos. Ocurre también en tejidos reproductivos corno las células sinérgidas, de la nucela, 

.. 
antípodas y de tejido somático como células del mesófilo, del tallo, de márgenes foliares, 

parénquima vascular, etc. (Ammirato 1983, Willíams y Maheswaran 1986, Tisserat 1987). 

La producción de embriones somáticos puede ocunir directa o indirectamente. La forma 

directa involucra la fonnación de un embrión asexual, ya sea a partir de una célula individuaL de 

Wl grupo de células o de una porción del tejido explante, sin la inteivención de una fase de callo. 

El proceso indirecto consiste en la proliferación de callos para pennitir la fonnación de los 



proembriones. Esto se logra en un medio de cultivo con alta concentración de awrinas. Estos 

callos se transfieren luego a un medio de regeneración que contiene un balance adecuado de 

auxinas y citoquininas, para inducir la formación de embriones bipolares y la subsecuente 

regeneración de plantas (Williams y Maheswaran 1986, Tisserat 1987). 

La embriogénesis somática ha sido observada en suficientes especies y familias como 

para demostrar que no es un fenómeno restringido a mos pocos taxa. Un número considerable 

de umbelíferas, como la "zanahoria" (Daucus carota) han producido embriones somáticos. En 

solanáceas, las especies de Nicotiana, especialmente N tabacum han sido un sistema modelo 

para estudios de organogénesis y de embriogénesis. En leguminosas de importancia agronómica, 

algunas especies han probado ser difíciles de responder a las condiciones en cultivo in vitro, 

pero Phaseolus vulgaris y Glycine max han mostrado ser capaces de regenerar (Wallin y 

Ericksson 1973, Dubits et al. 1976, Haccius 1977, Anunirato 1983, Allavena 1984, Hammatt et 

al. 1986). 

Las monocotiledóneas en general y las gramíneas (forrajeras y cereales) en particular, 

son más recalcitrantes que las dicotiledóneas para el crecimiento en cultivo in vitro y para la 
' 
, .. 

regeneración de plantas, a partir de los embriones somáticos. Los callos derivados de 

inflorescencias y de anteras jóvenes han producido embriones somáticos en especies tales como 

Pennisetum americanum, (Botti y Vasil 1984), Panicum maximum (Yi-Lu y Vasil 1982), 

Saccharum officinarum (Jane Ho y Vasil 1983), Sorgwn almun (George y Eapen 1988). 

También se han obtenido callos a partir de embriones inmaduros de Zea mays (Vasil et al. 1984, 

McCain y Hodges 1986) y de Triticum aestivum (Akins y Vasil 1983, Magnussom y Bomman 

1985). Para la formación de embriones somáticos en arroz (Oryza sativa), se han utilizado 
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inflorescencias inmaduras (Llng et al. 1983, Chen et aL 1985), ápices de raíz joven (Zimny y 

LOrz 1986), embriones maduros (Ragh.avan Ram y Nabors 1985, Jones y Rost 1989), embriones 

inmaduros (Lee et aL 1989) y anteras como explantes ( Zhang y Qifeng 1993). 

Cuando se coloca el tejido explante en un medio de cultivo (por ejemplo, Murashige y 

Skoog (1962) o sus modificaciones), con una alta concentración de auxina, experimenta una 

desdiferenciación celular para producir una masa desorganizada de células y de agrupaciones 

celulares (callos), que al ser transferidos a un medio de regeneración, carente de auxina o con un 

adecuado balance de auxinas y citoquininas, inician pronto el desarrollo de proembriones, cada 

uno de los cuales pasa a través ele diferentes etapas hasta la formación de una plántula completa 

(Arrunirato 1983, Litz y Jarret 1991). 

No obstante, aunque ambos procesos, organogénesis y embriogénesis somática in vitro, 

conducen a la neoformación de plantas, los embriones somáticos son entidades independientes y 

similares a los cigóticos. Por esto, la regeneración de plantas a través de la embriogénesis 

somática, es el mecanismo idóneo para experimentos de transformación genética, porque no se 

forman quimeras como en la organogénesis. 

La presente tesis estudia el proceso de embriogénesis somática en arroz (Oryza sativa 

L.), del cultivar costarricense CR-5272. El capítulo I muestra el efecto de dos aditivos orgánicos 

(L-prolina y L-triptofano) en la embriogénesis somática y la regeneración de plantas. El capítulo 

II presenta la influencia de varios factores que promueven la optimización de la regeneración del 

arroz y finalmente el capítulo III estudia el proceso de embriogénesis somática en el cultivar de 

arroz CR-5272 por medio de técnicas histológicas. Los resultados de esta investigación 
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pennitirán hacer más eficientes los procesos de la inducción morfogénica y de la regeneración, 

así como también comprender algunos eventos fisiológicos relacionados con los procesos de 

embriogénesis somática. 
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CAPITULOI 

EFECTO DE L-PROLINA Y L-1RIPTOFANO EN LA EMBRIOGÉNESIS SOMATICA 

Y REGENERACION DE PLANTAS DE ARROZ (Oryza saliva L CULTIVAR CR-5272). 

RESUMEN 

Se aplicaron diferentes concentraciones de L-prolina y de L-triptof ano, cada uno de los 

cuales fue combinado con varias concentraciones de 2,4-D, para inducir la formación de callos 

embriogénicos, a partir de embriones cigóticos maduros de arroz. 

Los tratamientos con L-prolina y 2,4-D, que pennitieron incrementar la regeneración de 

plantas de arroz (15 % más) fueron: 3 mM /1 mglL y 9 mM / 1.5 mglL respectivamente. El 

rendimiento promedio de plantas por callo fue de 5. La mejor concentración de L-triptofano fue 

de 90 µM en combinación con 1 o 1.5 mglL de 2,4-D. Estos tratamientos incrementaron la 

regeneración de plantas en un 50 o/o en relación con~el control, y se obtuvieron hasta 3 plántulas 
.r 

en promedio por callo. Los resultados de esta investigación indican que cuando se combinan 

bajas concentraciones de ambos aminoácidos y de 2,4-D, se favorece la obtención de callos y la 

formación de plantas de arroz. Moderadas y altas concentraciones de éstos, generan alteraciones 

metabólicas e incrementan la necrosis celular en el cultivo. 
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IN1RODUCCION 

El desarrollo de numerosas técnicas en el cultivo in vitro de tejidos vegetales, ha abierto 

nuevas posibilidades de investigación para el mejoramiento de los cereales. Estas metodologías 

permiten mantener las células en crecimiento desorganizado, para luego iniciar la modogénesis 

y finalmente la regeneración de la planta completa (Yamada y Loh 1984). 

En arroz., se han hecho numerosos progresos, en donde la regeneración de plantas ocurre 

ya sea por organogénesis o embriogénesis somática a partir de varios explantes y también a 

partir de células y protoplastos (Zimny y Lorz 1986, Lee et al. 1989). La respuesta en términos 

de plantas regeneradas es, sin embargo, menor en comparación con las dicotiledóneas y, en 

general, las lineas indica presentan un bajo potencial de regeneración al ser comparadas con las 

lineas japonica (Abe y Futsuhara 1984, 1986, citados por Chowdhry et al. 1993). De manera 

similar, Biswas et al. (1994), destacan que el problema de la regeneración de las plantas de arroz 

obtenidas por métodos in vitro, es especialmente severo con las lineas de arroz indica, ya que 

son más recalcitrantes en el cultivo in vitro y que toma mucho tiempo el establecer la 

condiciones apropiadas del cultivo. 

Koetje et al. (1989), hacen notar que varios parámetros en el cultivo in vitro del arroz., 

tales como el genotipo, origen del material explante, medio de cultivo y el tiempo del explante 

en el cultivo pueden afectar la embriogénesis somática y la regeneración de plantas de arroz., 

pero que en particular, los componentes del medio de cultivo afectan el crecimiento del callo y 

la eficiencia en la regeneración de plantas. Además, dependiendo del medio basal utiliz.ado, sus 
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modificaciones afectan tanto la callogénesis como la regeneración de plantas de maneras muy 

diversas. 

Por lo tanto, es de mucha importancia el investigar nuevos factores que promuevan 

continuamente la regeneración de plantas y la obtención de callos mmf ogénicos. Esto pcxtria 

incluir el empleo de varios aditivos orgánicos, reguladores de crecimiento y aminoácidos. 

Generahnente se ha reconocido que los aminoácidos pueden promover el crecimiento de 

ciertos cultivos, mientras que otros pueden ser inhibidores de muchos procesos metabólicos en 

la célula vegetal (Krikorian 1991). 

Con respecto a la adición de aminoácidos al medio inicia~ Armstrong y Green (1985) 

realizaron un estudio detallado para el desarrollo de las condiciones óptimas para la obtención de 

callos embriogénicos de maíz (Zea mays L.) cultivar A-188, en particular para demostrar la 

función importante de L-prolina en obtener las respuestas deseadas. Igualmente, Kamo et 

al.( 1985), al agregar L-prolina al medio N6 (Ch u et al. 1975), aumentaron la formación de callos 

embriogénicos de maíz., así como la cantidad de plantas por embrión, en relación con un medio 
' 

N6 sin L-prolina. 

En arroz., la iniciación y el crecimiento de los callos embriogénicos, requiere de un solo 

medio de cultivo suplementado con ácido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) y algunas veces con 

kinetina, dependiendo del genotipo. El desanullo de los embriones somáticos se completa hasta 

la formación de plantas en un segundo medio sin reguladores de crecimiento o con un balance 

adecuado de auxinas y citoquininas (Yamada y Loh 1984). 
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Chowdhry et al. (1993), reportan el efecto promotor de L-prolina en la frecuencia de la 

callogénesis y del número de plantas obtenidas por explante de arroz (Oryza saliva L. cv. Pusa 

169). Por su parte, Siriwardana y Nabors (1983), investigaron el efecto del L-triptófano en la 

embriogénesis somática en arroz. Las variedades utilizadas fueron dos japonica y cinco indica. 

Los medios utilizados fueron el LS (Linsmaier y Skoog 1965) suplementado con varias 

cantidades de aminoácidos, auxinas (2,4-D o 2,4,5-T) citokininas (Kinetina o BAP) e 

inhibidores de amdnas (TIBA), obteniendo al final un incremento en la fonnación de callos 

embriogénicos y de regeneración de plantas. 

El medio MS (Murashige y Skoog 1962) y el N6 (Chu et al. 1975) inducen la formación 

de callos. Los generados en un medio MS con 250 µM de L-triptofano parecieron ser más 

embriogénicos que aquellos desarrollados en un medio N6 suplementado con la misma 

concentración de L-triptofano (Koetje et al 1989). 

Con el fin de desarrollar la metodología para optimizar la obtención de callos 

embriogénicos y la subsecuente regeneración de plantas del cultivar de arroz CR-5272, la 
' 

presente investigación tuvo como objetivos: 

- Determinar la concentración adecuada de L-prolina, en relación con la del ácido 2, 4 

diclorofenoxiacético (2,4-D) para mejorar la callogénesis y la morfogénesis in vitro. 
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- Detenninar la concentración óptima de L-triptofano en relación con la del 2,4-D, para mejorar 

la callogénesis y la regeneración de plantas. 

- Identificar la interacción existente entre L-prolina, L-triptofano y 2,4-D, al combinarse en 

varias concentraciones. 

MATERIALES Y METODOS 

Material explante 

Se utilizó como material explante embriones cigóticos maduros de arroz Las semillas 

fueron obtenidas de la oficina Nacional de Semillas de Costa Rica. 

Desinfección y siembra del explante 

Los granos de arroz fueron descortezados y esterilizados con Domestos 1M al 30% 

(Hipoclorito de Sodio al 3%) por 35 minutos y con agitación constante. Luego fueron lavados 

seis veces con agua bidestilada estéril y dejados en remojo por ocho horas antes de ser colocados 
' .. 

en el medio de inducción de callos (V aldez et al. 1996). 

Al momento de la siembra, se extrajo el embrión cigótico maduro con la ayuda de lll1 

bisturi y de pinzas estériles en un estereoscopio bajo condiciones asépticas. La región escutelar 

del embrión se colocó en contacto directo con la superlicie del medio. 
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Medio de cultivo 

El medio de cultivo para inducción de la callogénesis consistió de un MS (Murashige y 

Skoog 1962) suplementado con 30 giL de sacarosa, 0.1 glL de myo-inositol y 3 glL de Phytagel. 

Se agregaron varias concentraciones de L-Prolina (3, 6, 9, 12, 15 mM) y de L-Triptofano (20, 

40, 90, 100, 240 y 280 µ!vi). Cada uno de los anteriores tratamientos, fue combinado con varias 

concentraciones de ácido 2,4-diclorofenoxiacético (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg/L). El pH del 

medio fué ajustado a 5.8 antes de ser autoclavado y luego vaciado en placas de Petri (100xl5 

mm). De esta forma se obtuvieron un total de 30 tratamientos para L-triptofano y 25 para L-

prolina y para cada uno de éstos se realizaron 6 repeticiones. Estos tratamientos fueron 

comparados con un cultivo control y en que se utilizó el mismo medio de inducción callogérúca 

descrito anteriormente, pero suplementado con 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 y 2.5 mg/L de 2,4-D, sin fa 

adición de anúnoácidos. 

Finalmente se realizaron combinaciones de las mejores concentraciones de L-prolina y 

de L-triptofano, suplementadas con 0.5, 1, 2, 2.5 mg/L de 2,4-D, para determinar si existe un 

efecto sinergístico entre ambos aminoácidos y si se ipejoran aún más los procesos de inducción 

embriogénica y de la posterior regeneración de plantas. Cada repetición conterua 10 explantes 

por lo que para cada tratamiento se totalizaron 60 explantes. Después de la siembra, todo el 

material fue colocado en el cuarto de crecimiento en la oscuridad y con una temperatura de 27 

ºC. 
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Subcultivos a medio de regeneración 

Después de 25 días en el medio de callogénesis, los callos formados fueron transferidos a 

un medio de regeneración que consistió de un MS (Murashige & Skoog 1962) sin 2,4-D pero 

suplementado con 0.5 mglL Benzilaminopurina (BAP) y 0.05 mglL de Acido Naftalenacético 

(ANA). Los callos fueron subcultivados cada tres semanas para evaluar su capacidad 

morfogénica. Los cultivos fueron mantenidos bajo un fotoperíodo de 12 horas proveídas por 

lámparas fluorescentes (2000 lux) y a 27 ºC ±l. 

Las plántulas con una altura de 15 cm fueron transferidas al invernadero y cubiertas con 

bolsas plásticas para lllla aclimatación antes de ser expuestas directamente a las condiciones del 

invernadero. 

Análisis Estadísticos 

Para los datos obtenidos de la callogénesis sr realizó un análisis de varianza de una vía, 

~ 
con el fin de determinar la variación existente entre los diferentes tratamientos, así como la 

prueba de Tukey (Mize y Ch un 198 8), para determinar la diferencias entre los promedios del 

número de callos resultantes para cada tratamiento. Los datos de regeneración fueron evaluados 

por medio de estadística descriptiva como la media aritmética y la desviación estándar. Los 

porcentajes de regeneración fueron detenninados dividiendo el número total de callos con brotes 

entre el número total de callos no contaminados. 
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RESULTADOS 

Efecto de L-prolina en la callogénesis y la regeneración de plantas. 

Los datos de la callogénesis para L-Prolina (3, 6, 9, 12, 15 rn!vl) en combinación con 2,4-

D (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 mg!L) aparecen en el cuadro la 

A los tres días después de la siembra, el escutelo del embrión comienza a crecer, dando 

lugar la fonnación del callo. Después de los cinco días el callo es evidente y su crecimiento 

aumenta entre los ocho y doce días, hasta alcanzar el máximo entre los dieciocho y veinte dias. 

En esta etapa, los callos embriogénicos muestran caracteristicas morfológicas, como lo son: 

coloración amarillo suave, de estructura compacta, secos y presentan en la superficie numerosas 

estructuras globulares. Después de ser transferidos a un medio de regeneración se desaiTollan 

varios brotes verdes y raíces, hasta convertirse en plantas completas (Fig. 1 ). 

Para el primer tratamiento que consistió en O. 5 mg'L de 2,4-D más 3, 6, 9, 12, 15 mM de 

L-prolina, los mayores porcentajes de callogénesis se obtienen en 3, 6 y 9 mM y tienden a 

disminuir en la medida que se incrementa la concentración de la L-prolina. Estos porcentajes son 
' 

menores al ser comparados con el cultivo control. 

Los resultados finales de regeneración, en términos de número de plantas obtenidas, 

presentan los mayores porcentajes de regeneración a 6 y 12 Jiilill de L-prolina, en especial 9 mM, 

en que la regeneración aumentó tanto en la cantidad de callos morfogénicos, como en el número 

de plantas, mostrando un incremento del 11 % al compararse con el control (Cuadro 2). 

Al aumentar el 2,4-D a 1 mg/L y combinarlo con las mismas concentraciones de L-

prolina, hay un aumento en la formación de callos morf ogénicos en la medida en que se 



Fig. 1: Morfología de los cal los obtenidos al combinar vruias concentraciones de L-prolina con 2,4-0. A Se muestra un 
callo (c) de 5 días que se origina del escutelo. B. Callo de 20 días con numerosas estructuras globulares (eg). C. Callo en 
regenaración con varios brotes verdes. 
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incrementa la concentración del aminoácido, hasta alcanzar un 65 % con 15 mM (Cuadro la); 

los datos presentados por el cultivo control siguen siendo mayores con respecto a la formación 

de callos. 

Los datos de regeneración muestran que los valores de 3 y de 6 niM presentan los más 

elevados porcentajes de regeneración (61 y 50 % respectivamente) y tienden a disminuir cuando 

la concentración de L-prolina alcanz.a los 15 m:M. En este tratamiento se lograron obtener hasta 

5 plantas en promedio por callo (Cuadro 3). 

Cuadro la: Número de callos obtenidos y porcentajes de fonnación de callos resultantes de la combinación de 
varias concentraciones de L-prolina con 2,4-D, en el cultivar de arroz CR-5272. 

Tratamiento (Prolina / 2,4-D) N º total callos X callos/ placa ± D. E. % callogenesis 

Control 44 7 0.8 73 
3 mM/0.5 mg/L (1) 39 6 1.4 65 
6 mM/0.5 mg/L (2) 38 6 1.5 63 
9 mM/0.5 mg/L (3) 36 6 1.4 60 
12 mM/0.5 mg/L (4) 23 4 1.3 38 
15 mM/0.5 mg/L (5) 25 4 2.5 42 

Control 52 9 0.8 87 
3 mM/1.0 mg/L (6) 18 3 2.5 30 
6 mM/1.0 mg/L (7) 22 4 2.2 37 
9 mM/1.0 mg/L (8) 32 5 2.8 53 
12 mM/1.0 mg/L (9) 33 6 3.1 55 
15 mM/1.0 mg/L (10) 39 7 2.2 65 

Control 53 9 1.2 88 
3 mM/1.5 mg/L (11) 22 4 1.8 37 
6 mM/1.5 mg/L (12) 23 4 1.3 38 
9 mM/1.5 mg/L (13) l3 2 0.9 22 
12 mM/l.5 mg/L (14) 20 3 l.9 33 
15 mM/1.5 mg/L (15) 12 

' 
2 0.9 20 

Control 41 I" 7 1.5 68 
3 mivI/2.0 mg/L (16) 29 5 1.9 48 
6 mM/2.0 mg/L (l 7) 30 5 2.7 50 
9 mM/2.0 mg/L (18) 21 4 2.2 35 
12 mM/2.0 mg/L (19) 20 3 2.3 33 
15 mM/2.0 mg/L (20) 4 l l.O 7 

Control 54 9 0.6 90 
3 mM/2.5 mg/L (21) 26 4 2.3 52 
6 mM/2.5 mg/L (22) 4 l 0.5 7 
9 mM/2.5 mg/L (23) 4 l 0.8 7 
12 mM/2.5 mg/L (24) 6 1 1.2 10 
15 mM/2.5 mg/L (25) 13 2 2.1 22 
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Cuadro 1 b: Prueba de Tukey para la comparación de medias de callos obtenidos, producto de la combinación de 
varias concentraciones de L-prolina con 2,4-D. 

Tratamientos 
1, 2, 10 vrs 13, 15, 25 

20, 22, 23, 24 vrs 4,5,6,7,l l,12,l4, 18, 19 21 
3, 8, 9 vrs 20, 22, 23, 24 
1, 2, 10 vrs 20, 22, 23, 24 

16, 17 vrs 13, 15, 25 
16, 17 vrs 20, 22, 23, 24 

Significancia 

* 
* 
* 
* 
* 
* 

•valor de sígrúficancia con ma probabilidad del 0.05 

Cuadro 2: Evaluación de la capacidad morfogénica de los callos provenientes de la combinación de varias 
concentraciones de L-prolina con 0.5 mg/L 2,4-D, después de diez semanas en medio de regeneración. 

Tratamiento Control 3mM 6mM 9mM 12mM 
Total de callos 44 39 38 36 23 
No contamin. 40 39 32 36 23 

Con brote 19 13 16 21 11 
Total de brotes 15 35 19 41 44 
Brotes I callo 1 3 1.2 ') 4 .. 
Total plantas 13 26 12 40 36 

Promedio plantas/callo .Y. 1.0 2.0 1.0 2.0 3.0 
% callos morfogénicos " 47 33 50 58 48 

.Y. No. plántulas verdes! No. callos con brotes. 
•No. callos con brotes I No. total de callos no contaminados x 100. 

Cuadro 3: Evaluación de la capacidad morfogénica de los callos provenientes de la combinación de varias 
concentraciones de L-prolina con 1.0 mg/L de 2,4-D, después de diez semanas en medio de 
regeneración. 

Tratamiento Control 3mM 6mM 9mM 12mM 
Total de callos 52 18 ' 22 26 33 
No contamin. 50 18 t 22 26 33 

Con brote 13 11 11 10 12 
Total de brotes 26 10 10 12 12 
Brotes I callo 2 1 l 1 1 
Total plantas 25 16 20 26 29 

Promedio plantas/callo"' 2.0 l 2 3 3 
% callos morfogénicos • 46 61 50 39 36 

"" No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 
• No. callos con brotes I No. total de callos no contaminados x 1 OO. 

15m.M 
25 
23 
9 

23 
2.5 
15 
2.0 
39 

15mM 
39 
39 
4 
5 

1.3 
21 
5 
10 
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Cuando se combinan las diversas concentraciones de L-prolina con 1.5 mg/L 2,4-D, los 

mayores porcentajes de callogénesis se observaron en 3 y 12 mM, siendo inferiores a los 

obtenidos con el cultivo control. 

Los mejores datos de regeneración para este tratamiento se obtienen con 6 y 12 mM de 

L-prolina y se presentan en aquellos casos donde los porcentajes de callogénesis oscilan entre 

los 20 y 400/o. La concentracion de 6 mM representa el mayor porcentaje de regeneración para 

este experimento, con un promedio de 5 plantas por callo, que dió origen a un total de 51 

plantas, comparado con solo 28 en el cultivo contro~ lo cual incrementó la regeneración en un 

30%. Es importante resaltar que en este tratamiento, se cuantificaron hasta 12 plántulas en un 

callo. En los otros tratamientos, la capacidad de regeneración disminuye en la medida en que se 

aumenta la concentración del aminoácido (cuadro 4 ). 

Cuadro 4: Evaluación de la capacidad morfogénica de los callos provenientes de varias concentraciones de L­
prolina con 1.5 mg/L 2,4-D, luego de diez semanas en medio de regeneración. 

Tratamiento Control 3mM 6mM 9mM 12mM 15mM 
Total de callos 53 22 23 13 20 12 

No contaminados 49 22 21 13 20 12 
Con brote 23 6 13 6 10 1 

Total de brotes 30 8 5 6 13 2 
Brotes I callo 1 2 ' 2 1 1 2 
Total plantas 28 16 r 51 26 13 2 

Promedio plantas/callo.fo 1 3 5 4 1 2 
% callos morfogénicos • 47 27 62 46 50 8 

.i. No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 
•No. callos con brotes/ No. total de callos no contaminados x 100. 

Los resultados de la combinación de las diversas concentraciones de L-prolina con 2 

mg/L de 2, 4-D, muestran que los porcentajes de formación de callos morf ogénicos se obtienen 
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en 3 y 9 mM, pero el cultivo control presentó lll1 mayor porcentaje (68%), con lo que puede 

notarse una disminución en la formación de callos para este tratamiento (Cuadro la). 

Para este experimento, la cantidad de callos motlogénicos y los porcentajes de 

regeneración fueron mayores en el cultivo control, que en el resto de tratamientos (Cuadro 5). 

Cuadro 5: Evaluación de la capacidad morfogénica de callos, al combinar varias concentraciones de L-prolina 
con 2.0 mg/L 2,4-D, luego de diez semanas en medio de regeneración. 

Tratamiento Control 3mM 6mM 9mM 12rnM 15mM 
Total de callos 41 29 30 21 20 19 
No contamín. 36 29 30 18 17 19 

Con brote 21 7 9 8 9 6 
Total de brotes 35 21 57 34 51 37 
Brotes I callo 2 3 6 4 6 6 
Total plantas 38 9 8 11 8 5 

Promedio plantas/callo eJt 2 1 l 2 1 1 
% callos morfogénícos .t. 58 24 30 44 53 32 

eJt No. plántulas verdes I No. callos con brotes . 
.t. No. callos con brotes I No. total de callos no contaminados x 100. 

La callogénesis disminuye cuando se utiliza 2.5 mg'L de 2,4-D y con 3 mM de L-prolina 

resultó en un 52%, pero al aumentar la concentración del aminoácido, los porcentajes 

disminuyeron hasta lll1 valor de 7 %. Al evaluar los datos de regeneración de este experimento 

no se obtuvieron plantas, lo que sugiere que altas coiicentraciones de L-prolina, combinadas con 
'¡o 

altas concentraciones de 2,4-D generan algún efecto de toxicidad pues la mayoria de callos se 

necrosaron, después de 15 días en el medio de regeneración. 

Al aplicar un análisis de varianza a todos los datos obtenidos en los tratamientos, este 

presentó diferencias altamente significativas (F= 5.4, P= O.O), lo que sugiere que los explantes 

responden en forma diferente a las distintas concentraciones de L-prolina con 2;4-D, con la 
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consecuente variación en la cantidad de callos obtenidos para cada tratamiento. Al realizar una 

comparación de medias (Tukey, oc= 0.05), se observan 6 grupos de tratamientos con promedios 

significativamente diferentes (Cuadro lb). 

Un análisis de varianza de dos vías fue aplicado a los promedios, mostrando que el 

efecto de L-prolina y de 2,4-D fue altamente significativo para ambos y de igual forma su 

interacción, pero ésta última resultó ser negativa (F= -34.9, P= 0.00), lo que sugiere que la 

presencia de ambos factores a bajas concentraciones promueve la callogénesis y la regeneración. 

Al incrementar gradualmente las concentraciones de ambos, disminuyen los promedios de 

callogénesis, hasta verse inhibida la formación de callos y subsecuente regeneración de plantas 

(Fig. 2). 
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Fig.2: Efecto de la interacción de varias concentraciones 
de L-prolina con el 2,4-D, sobre la callogénesis del 
cultivar de arroz Oryza saliva L. CR-5272. 
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Estos resultados indican que las mejores concentraciones de L-prolina son 6 y 9 mM que 

se pueden combinar con O. 5 a l. 5 ~ de 2, 4-D para la obtención de callos embriogénicos, en 

particular 6 mM de L-prolina con 1.5 mg/L de 2,4-D, la cual incrementó la regeneración, en 

ténninos del número total de plantas. 

Efecto del L-triptofano en la callogénesis y la regeneración de plantas. 

Después de 5 días de realiz.ada la siembra en el medio de callogénesis, se observó ma 

proliferación de células en la región escutelar del embrión cigótico. Luego de 8-1 O días se 

observó un rápido crecimiento del callo, el cual es muy notable a los veinte o veinticinco días. 

En esta etapa, los callos muestran las siguientes características morfológicas: muchas estructuras 

globulares en la superficie, apariencia nodular, estructura compacta, coloración amarilla. 

Aparecen numerosos brotes al ser subcultivados en el medio de regeneración (Fig. 3). 

Para tratar de aumentar el crecimiento de los callos y la subsecuente regeneración de 

plantas, se estudiaron varias combinaciones de 2,4-D (0.5, 1.0 , 1.5, 2.0, 2.5 mg/L) y de L-

triptofano (20, 40, 90, 100, 240, 280 µM), en el medio MS de callogénesis (Cuadro 6a). 
' 

Para el primer tratamiento que consistió en la combinación de 0.5 mglL 2,4-D con 20, 

40, 90, 100, 240 y 280 µM de L-triptofano, los mayores porcentajes de callogénesis se 

obtu"1.eron con 20 y 40 µM. El cultivo control presentó una tendencia muy similar. Sin embargo, 

con concentraciones superiores a 90 µM, la callogénesis disminuye y se nota un aumento en la 

cantidad de callos con raíz de tal forma que a concentraciones de 280 µM no se obtuvo 



Fig. 3: Morfología de los callos obtenidos de combinar varias concentraciones de L-triptofano con 2,4-D. 
A .. Callo 5 días que se origina del tejido escutelar. B. Callo de 20 días con numerosas estructuras 
globulares (eg). C. Callo en regeneración, con brotes verdes 



formación de callos. Esto sugiere que con estas concentraciones ocurren alteraciones a nivel del 

embrión cigótico maduro, durante la inducción de callos. 

Luego de tres días de transferidos a un medio de regeneración, los callos mostraron una 

coloración verde, a los cinco y seis días aparecieron los primeros puntos verdes en la periferia de 

los callos y varios de éstos, desaffollaron pequeños brotes verdes a los dieciocho y veinte días. 

Otros callos del mismo tratamiento se necrosaron y muchos formaron raíces. Los datos de 

regeneración para este tratamiento aparecen en el cuadro 7. 

Si bien los mejores porcentajes de callogénesis se presentan en 20 y 40 plvf, los más altos 

valores de regeneración se presentan en 90 µlv1. En concentraciones superiores, la regeneración 

baja notablemente, sin la subsecuente formación de plantas. 

Cuadro 6a: Número de callos y porcentajes de callogénesis obtenidos de combinar varias concentraciones de L­
triptofano con 2,4-D, en el cultivar de arroz CR-5272. 

Tratamiento (triptofano / 2,4-D) Nº total callos X callos/placa± D. E .. % callogénesis 
Control 44 7 0.8 73 

20 µM/0.5mg/L (l) 42 7 1.3 70 
40 µM/0.5 mg!L (2) 45 8 1.1 75 

90 µM/0.5 mg/L (3) 19 3 2.6 32 
100 µMI0.5mg/L (4) 17 ~· 3 0.7 28 
240 µMI0.5 mglL (5) o l' o o o 
280 µM/0.5 mg/L (6) o o o o 

Control 52 9 0.8 87 
20 µMil .O mg/L (7) 40 7 1.8 67 
40 µMil .O mg/L (8) 54 9 L6 90 
90 µMil .O mg/L (9) 28 5 2.4 47 

100 µMil.O mg/L (1 O) 24 4 1.7 40 
240 µMil.O mg/L (11) 1 1 0.4 2 
280 µMil.O mg/L (12) o o o o 

Control 53 9 l.l 88 
20 µM/1.5 mg/L (13) 53 8 0.7 88 
40 µM/1.5 mg/L (14) 52 9 1.4 87 
90 µMll.5 mg/L (15) 20 3 3.5 33 
100 µM/1.5 mg/L (16) 25 4 0.4 42 
240 µM/1.5 mg/L (17) 1 l 0.4 2 

¡ 1 
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Continuación de Cuadro 6a 

280 µM/1.5 mg/L (18) o o o o 
Control 41 7 1.5 68 

20 µM/2.0mg/L (19) 48 8 1.7 80 

40 µM/2.0 mg/L (20) 50 8 1.0 83 

90 µM/2.0 mg/L (21) 33 6 2.8 55 

100 µM/2.0 mg/L (22) 30 5 1.7 50 

240 µM/2.0 mg/L (23) 2 1 0.5 3 

280 µM/2.0 mg/L (24) o o o o 
Control 54 9 0.6 90 

20 µM/2.5 mg/L (25) 43 8 1.5 83 

40 µM/2.5 mg/L (26) 41 8 1.0 83 

90 µM/2.5 mg/L (27) 23 5 2.7 45 

100 µM/2.5 mg/L (28) 15 3 1.9 25 

240 ~LM/2.5 mg/L (29) o o o o 
280 µM/2.5 mg/L (30) o o o o 

Cuadro 6b: Prueba de Tukey (= 0.05) para la comparación de medias de callos obtenidos, luego de combinar 
varias concentraciones de L-triptofuno y 2,4-D. 

Tratamientos 
8,13 vrs 9, 10, 15, 16, 21, 22, 27 

8, 13 vrs 3, 4, 28 
8, 13 vrs 11, 17, 23, 30 

8, 13 vrs 5, 6, 12, 18, 24, 29 
14,20,25,26 vrs 9,10,15,16,22,27 

14,20,25,26 vrs 3,4, 11, 17,23,28,30 
14,20,25,26 vrs 5,6,12,18,24,29 
1,2,7,19,21,22 vrs 11,17,23,30 

1,2,7,19,21,22 vrs 5,6,12,18,24,29 
5,6,12,18,24,29 vrs 9,10,15,16,22,27 

Sígrúficancía 

* 
* 
* 
** 
* 
* 
** 
* 
** 
* 

Cuadro 7: Evaluación de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinación de varias 
concentraciones de L-triptofano con 0.5 mg/L de 2,4-D, después de diez semanas en medio de 
regeneración. 1' 

Tratamiento Control 

Total de callos 44 42 45 17 
No contamin. 40 40 44 16 

Con brote 8 16 16 4 
Total de brotes 12 26 28 10 
Brotes / callo 2 2 2 3 
Total plantas 13 15 22 5 

Promedio plantas/callo"' 2 l 1 1 

% callos morfo énicos• 20 40 36 89 25 o 

•No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 
• No. callos con brotes/ No. total de callos no contaminados x l OO. 
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En el segundo tratamiento, donde se incrementó la concentración de 2,4-D a 1 mg/L, con 

las mismas concentraciones de L-triptofano, los mejores resultados de formación de callos se 

obtienen con 20 y 40 ¡iM, con tendencia a disminuir en la medida en que se aumenta la 

concentración de L-triptofano. El control presentó porcenutjes de callogénesis similares al 

tratamiento con 40 µNI, pero mostró una mayor cantidad de callos con raíz 

La concentración 90 µM: genera pocos callos, pero con una mejor capacidad de 

regeneración puesto que se logró obtener la mayor cantidad de plántulas, con llll 100 % de callos 

morf ogénicos (cuadro 8). 

Cuadro 8: Evaluación de la capacidadmorfogénica de callos provenientes de la combinación de varias 
concentraciones de L-triptofano con 1mg!Lde2,4-D, luego de diez semanas en medio de regeneración. 

Tratamiento Control 2Ó!:!:M 40gM 90!:!:M lOOµM 240 
Total de callos 52 40 54 28 24 l 
No contamin. 36 40 54 28 34 o 

Con brotes 16 8 33 28 12 o 
Total de brotes 26 18 50 51 10 o 

Brotes/callo 2 2 2 2 l o 
Total plantas 25 12 37 41 9 o 

Promedio Plantas/callo oTo 2 2 l 2 l o 
% callos morfo énicos • 44 20 61 100 50 o 

""No. plántulas verdes I No. callos con brotes. ,; 
• No. callos con brotes/ No. total de callos no contaminados~ 1 OO. 

' 

o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

Con una concentración de 1.5 mglL de 2,4-D e iguales concentraciones de L-triptofano, 

los mejores porcentajes de callogénesis se observan con 20 y 40 µM. Similares resultados se 

obseivaron con el tratamiento control. Para las concentraciones de 90 y 100 µ.M los porcentajes 

de callogénesis disminuyen hasta la no fonnación de callos a concentraciones de 240 y 280 µM 

de L-triptofano. 
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Se obtuvo un 100% de callos morlogénicos en los experimentos de regeneración con una 

concentración de 90 µM de triptofano y 1.5 mgfL de 2,4-D. El número de plántulas fue mayor 

que el cultivo control y que el resto de tratamientos (Cuadro 9). La regeneración disminuyó 

notablemente después de los 100 µM de triptofano. 

Cuadro 9: Evaluación de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinación de varias 
concentraciones de L-triptofano con 1.5 mg/L de 2,4-D, luego de diez semanas en medio de 
regeneración. 

24 

Tratamiento Control 20µM 40µM 90µM lOOµM 240uM 280uM 
Total de callos 53 53 52 20 25 1 o 
No contamin. 49 53 52 20 20 o o 

Callos con brotes 23 8 27 20 7 o o 
Total de brotes 30 17 62 44 13 o o 

Brotes/callo 1 2 2 2 1 o o 
Total plantas 28 17 33 33 6 o o 

Promedio plantas/callo .J. 1 1 1 2 1 o o 
% callos morfogénicos • 47 15 52 100 35 o o 

4 No. plántulas verdes/ No. callos con brotes. 
• No. callos con brotes/ No. total de callos no contaminados x 100. 

Los valores de 20 y 40 µM de L-triptofano en combinación con 2 mgfL de 2,4-D, 

favorecen la formación de callos, lo cual incrementó en un 20 % en relación con el cultivo 

~ 

control. Concentraciones superiores a los 100 µM dCl'L-triptofano, disminuyen la formación de 

callos y causan una degeneración del material inicial, probablemente debido a que dichas 

concentraciones resultan ser tóxicas para el explante. 

El cuadro 10 muestra los porcentajes de regeneración. Se puede notar que los datos de 

regeneración son más altos en el cultivo control que en el resto de tratamientos, pero el mejor 



resultado con L-triptof ano se obsetva con 90 µM; sin embargo, con valores superiores a 100 µM 

la regeneración disminuye. 

Cuadro 1 O: Evaluación de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinación de varias 
concentraciones de L-triptofano con 2 mg/L de 2,4-D, luego de diez semanas en medio de regeneración 

Tratanúento 

Total de callos 
No contamin. 

Con brotes 
Total de brotes 
Brotes por callo 

Total plantas 
Promedio plantas/callo .;. 

% callos morfo énicos • 

Control 
41 
36 
21 
35 
2 

38 
1 

58 

•No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 

1 
11 
1 

21 

• No. callos con brotes I No. callos no contaminados x 100. 

50 
50 
14 
30 
2 
15 
1 

28 
1 

50 

15 
2 
13 
1 

33 

Al incrementar la concentración de 2, 4-D hasta 2. 5 mg/L, los porcentajes de callo génesis 

resultaron ser menores que el cultivo control (Cuadro 5a). Es notable que altas concentraciones 

de esta auxina y de L-triptofano ocasionan algún efecto tóxico en la formación de callos, pues el 

control presenta mejores resultados que todos los tratamientos correspondientes a este 
¡• 

experimento. 

El cuadro 11 muestra que la cantidad de plantas regeneradas en estos tratamientos es más 

baja que el control. Concentraciones superiores a los 100 µ1v1 de L-triptof ano inhiben la 

formación de plantas. 

25 
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Cuadro 11: Evaluación de la capacidad mmfogénica de callos provenientes de la combinación 
de varias concentraciones de L-triptofano con 2.5 mg/L de 2,4-D, luego de diez 
semanas en medio de regeneración. 

Tratamiento Control 20 µM 40µM 90µM IOOµM 240µM 280µM 

1 

Total callos 54 50 50 27 15 l o 
No contamin. 50 50 50 27 15 o o 

Con brotes 22 25 18 12 5 o o 
1 Total de brotes 21 35 20 15 7 o o 

Brotes/callo 1 1 1 1 1 o o 
Total plantas 29 8 12 8 5 o o 

Promedio plantas /callo .;. 1 1 1 1 1 o o 
% callos morfogénicos • 44 50 36 44 33 o o 

•No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 

•No. callos con brotes I No. callos no contaminados x 100. 

La prneba de análisis de vananza para el total de callos obtenidos en todos los 

tratamientos, muestra diferencias altamente significativas (F= 29.3, P= 0.00). Esto sugiere que 

para el cultivar CR-5272, el explante responde en forma diferente, en cuanto a la formación de 

callos, al ser expuesto a las distintas concentraciones de L-triptofano con el 2,4-D. La 

callogénesis fue inducida con ciertas concentraciones y con otras el explante dió lugar a la 

formación de estructuras foliares parecidas a brotes y con abundantes raíces. Al realiz.ar una 

prueba de comparación de medias (Tukey o::=0.05), se observaron 7 grupos de tratamientos con 

promedios significativamente diferentes. 

Al efectuar un análisis de varianza de dos vías para los promedios de callos, se obsetva 

que el efecto del L-triptofano fue altamente significativo (F= 38.2, P= O.O) e igualmente con 2,4-

D se obtuvieron diferencias altamente significativas (F= 55.1, P=O.O) para la formación de los 

callos. La interacción entre el aminoácido y el 2,4-D fue altamente significativo (F= -42.9, 
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P=O.O), mostrando una inhibición en la formación de callos y en la regeneración de plantas, al 

incrementarse la concentración de ambos (Figura 4). 
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Fig 4: Interacción entre tratamientos con varias concentraciones de L-triptofano con 
2, 4-D, en relación al número promedio de callos. 

Estos resultados ponen en evidencia que la mejor concentración de L-triptofano fue 90 

pM en combinación con 1 o 1.5 mgtL de 2,4-D. Estas concentraciones inducen efectivamente la 

formación de callos embriogénicos e incrementan la regeneración en términos del número total 

de plantas obtenidas. 

Efecto combinado de L-prolina y L-triptofano en la inducción de callos y en la 

regeneración de plantas. 

Para detenninar los mejores resultados de callogénesis y de regeneración de plantas, 

obtenidos en los experimentos anteriores con cada uno de los aminoácidos estudiados, se realizó 
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wia prueba de comparación de medias. Esto con el fin de utilizar las mejores concentraciones en 

el estudio del efecto combinado de ambos aminoácidos. Luego de esta prueba, las mejores 

concentraciones fueron para L-triptofano: 20, 40, 90 y 100 µM y para L-prolina: 3, 6 y 9 mM. 

En el ptimer experimento se combinaron las anteriores concentraciones de L-prolina y de 

L-triptofano con 0.5 mg/L de 2,4-D. Los resultados de la callogénesis para estos tratamientos 

mostraron promedios muy similares entre sí (Cuadro 12). Al realizar un análisis de varianza de 

una vía sobre la cantidad de callos obtenidos en cada tratamiento, no se encontraron diferencias 

significativas (F= 1.29, P=0.25), lo cual fue comprobado al realizar la prueba de comparación de 

medias (Tukey, oc=0.05). No obstante, un análisis de varianza de doble \IÍa, muestra que los 

efectos principales tanto de prolina (F=l.45, P>0.05) como de triptofano (F=l.52, P>0.05) y de 

su interacción (F= 1.11, P>O. 05) no son significativos, lo que sugiere que tanto el L-triptofano 

como el L-prolina, en forma independiente, influyen sobre la formación de callos y que su 

interacción a diferentes niveles junto con 0.5 mg/L 2,4-D, no afectan la callogénesis. 

Cuadro 12: Número de callos obtenidos y porcentajes de callogénesis resultantes de la 
combinación de varias concentraciones de L-prolina, de L-triptofano con O. 5 mg/L de 
2,4-D. 

Tratamiento (Prolína + triptofano + 2,4-D) Nº total de callos X callos/placa± D.E. % 
,~ callogénesís 

3mM + 20 µM + 0.5mg/L 54 9.0 1.2 90 
6 mM + 20 µM + 0.5 mg/L 48 8.0 1.2 80 
9 mM + 20 µM + 0.5 mg/L 50 8.3 1.2 83 

3 mM + 40 µM + 0.5 mg/L 35 5.8 3.4 58 
6 mM + 40 µM + 0.5mg/L 52 8.6 1.1 87 
9 mM + 40 µM + 0.5 mg/L 50 8.3 1.2. 83 

3 mM + 90 µM + 0.5 mg/L 43 7.2 3.6 72 
6mM+ 90 µM + 0.5mg/L 47 7.8 1.3 78 
9 mM + 90 µM + 0.5 mg/L 51 8.5 1.2 85 

3 mM + 100 µM + 0.5 mg/L 40 6.7 3.5 66 
6mM + lOOµM + 0.5mg/L 37 6.2 3.1 62 
9 mM + 100 µM + 0.5 mg/L 38 6.3 1.7 63 
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Los datos de regeneración obtenidos muestran que los mejores resultados se obtuvieron 

al combinar 3 mM de L-prolina más 90 plvl de L-triptofano en presencia de 0.5 mg/L de 2,4-D. 

El porcentaje de regeneración alcanzado fue de 52% con un total de 38 plantas (Cuadro 13). 

Cuadro 13: Evaluación de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinación 
de varias concentraciones de L-prolina, L-triptofano con 0.5 mg/L de 2,4-D, después de 
diez semanas en medio de regeneración. 

1 * 3/20 6/20 9120 3/40 6140 9/40 3/90 6190 9/90 3/100 6/100 9/100 
Total callos 39 48 51 33 52 50 42 44 50 44 40 
No contam. 33 48 51 33 52 50 39 44 50 44 36 
Con brotes 5 2 13 8 14 16 20 16 6 17 13 
Total brotes 9 3 17 21 24 27 35 18 9 36 21 
Brotes/callo 2 2 1.3 3 2 2 2 1 2 2 2 

Total plantas 8 2 13 15 19 20 38 25 8 21 9 
Plantas/callo 1 1 1 2 I l 2 2 l l I 

%callos morf 27 4 25 24 27 32 52 36 12 39 36 
* En la fracción que aparece en la pnmera fila del cuadro, el numerador mdica la concentración de L-prolina 

(mM) y el denominador la del L-triptofano (µM). 

El segundo tratamiento consistió en combinar las mismas concentraciones de ambos 

aminoácidos, pero incrementando el 2,4-D hasta 1 mg/L. Los porcentajes de callogénesis 

resultantes presentan mucha variación en todos los tratamientos. Los mejores promedios se 

encuentran con 3 mM/40 µM y con 6 mM/100 µM de prolina y de triptofano respectivamente 

(Cuadro 14). 

Cuadro 14: Número de callos obtenidos y porcentajes de callogénesis resultantes de la 
combinación de varias concentraciones de L-prolina, de L-triptofano con 1 mg!L de 2, 4-
D, en el cultivar de arroz (Oryza saliva L. CR-5272). 

Tratamiento (Prolina+ triptofano + 2,4-D) No total de X callos/placa± D.E. % 
callos callogénesis 

3 mM + 20 µM + 1 mg/L (1) 12 2 2.7 20 
6 mM + 20 µM + l mg/L (2) 35 6 1.4 58 

9 mM + 20 µM + l mg/L (3) 24 4 2.0 40 

3 mM + 40 µM + I mg/L ( 4) 40 7 1.4 66 

6 mM + 40 µM + l mg/L C5~ 16 3 2.2 26 

40 
40 
4 
6 
2 
3 
I 
10 
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9 mM + 40 µM + l mg/L (6) 29 5 1.7 48 

3 mM + 90 µM + 1 mg/L (7) 17 3 0.7 28 

6 mM + 90 µM + l mg/L (8) 22 4 1.9 37 
9 mM + 90 µM + 1 mg/L (9) 20 3 1.6 33 

3 mM + 100 µM + l mg/L (10) 25 4 2.1 42 
6 mM + 100 µM + l mg/L (11) 39 7 1.8 65 
9mM + 100 -+ l m L(12) 27 5 2.6 45 

Los números entre paréntesis identifican el orden de cada uno de los tratamientos, para realizar la prueba de 
comparación de medias. 

La prueba de análisis de varianza para los datos de callogénesis, muestra diferencias 

significativas (F= 3.05, P= 0.0027) y al realizar la prueba de comparación de medias (Tukey, 

oc=0.05), se observaron tres grupos con promedios diferentes (Tratamientos 4 y 7, 4 y 5, 11 y 5). 

El análisis de varianza de dos vías no detectó diferencias significativas (P>O. 05) en el 

efecto de cada uno de los aminoácidos. Esto sugiere que en este experimento, la formación de 

callos no es directamente influenciada por la presencia de ambos factores y más bien el 

crecimiento del callo depende inicial y directamente del 2,4-D. 

Los datos de regeneración se presentan en el cuadro 15. Se observa que estos son 

variables, por lo que debe existir algún factor externo que esté influyendo sobre estos resultados. 

No obstante, se obtuvo un 100 % de regeneración con 3 mM de L-prolina y 20 µM de L-

triptofano, para este experimento. 
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Cuadro 15: Evaluación de la capacidad moñogénica de callos provenientes de la combinación 
de varias concentraciones de L-prolina,L-triptofano con 1 mg/L de 2,4-D, después de 
diez semanas en un medio de regeneración. 

* 3/20 6120 9/20 3/40 6140 9140 3/90 6190 9190 3/100 61100 
Total callos 18 25 17 29 14 22 4 18 8 17 38 
Nocontam. 18 25 17 29 14 22 4 18 8 17 38 
Con brotes 18 17 3 10 10 16 2 7 5 6 16 
Total brotes 21 24 7 13 17 20 10 28 13 20 27 
Brotes/callo 1 2 2 l 2 l 5 4 3 3 2 
Total plantas 16 22 7 7 13 13 10 20 10 13 21 
Plantas/callo l 1 2 l l l 5 3 2 2 1 

% callos morf 100 68 18 34 71 73 50 39 62 35 42 

* En la fracción que aparece en la primera fila del cuadro, el numerados indica la concentración de L-prolina 
(mM) y el denominador la del L-triptofano (J.LM). 

El cuadro 16 muestra el número de callos obtenidos en el tercer tratamiento (diferentes 

concentraciones L-prolina y de L-triptofano con 2 mgiL de 2,4-D). Los mejores porcentajes de 

callogénesis para este experimento, se obtuvieron al combinar 6 mM de L-prolina con 20 ¡iM de 

L-triptofano, así como con 3 mM de L-prolina y 40 µM: de L-triptofano. 

Al realizar un análisis de varianza de \llla vía, se encontraron diferencias significativas 

entre los promedios de callogénesis en los tratamientos (F=2.28, P=0.0212). Esto sugiere que en 

este experimento la presencia de ambos aminoácidos en las concentraciones ya señaladas, en 
r 

combinación con 2 mglL de 2,4-D, probablemente influye en los eventos de desdiferenciación 

celular en el tejido escutelar del explante, afectando la formación inicial del callo. La prueba de 

l;Omparación de medias (Tukey, oc=0.05) muestra dos grupos de tratamientos con promedios 

significativamente diferentes (Tratamientos 2 y 12, 4 y 12). El análisis de varianza de dos vías, 

detectó diferencias altamente significativas para el efecto de L-prolina (F=74.2, P>0.05) y para 

el efecto de L-triptofano (F=51.11, P>0.05). Existe una alta signi:ficancia en la interacción de 

9/100 
20 
20 
9 

35 
5 
16 
4 
44 
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ambos aminoácidos, siendo de tipo negativa, lo cual sugiere que ambos afectan la formación de 

callos en presencia de la concentración de 2,4-D antes mencionada Esto puede comprobarse al 

obsetvar los resultados, en donde los porcentajes de formación de callos se reducen al 

incrementar la concentración de ambos aminoácidos. 

Cuadro 16: Número de callos obtenidos y porcentajes de callogénesis resultantes de la 
combinación de varias concentraciones de L-triptofano, de L-prolina con 2 mg!L de 2, 4-
D, en el cultivar de arroz (Oryza saliva L. CR-5272). 

Tratamiento (Prolina + triptofano + 2,4-D) No total de X callos/placa± D.E. % ! 
callos cailogénesis 1 

3 mM + 20 µM + 2 mg/L ( l) 18 3 2.8 30 
6 mM + 20 µM + 2 mg/L (2) 21 3 l.4 35 
9 mM + 20 µ?vi + 2 mg/L (3) 16 3 2.0 27 

3 mM + 40 ~LM + 2 mg/L ( 4) 21 3 1.4 35 
6 mM + 40 µM + 2 rng/L (5) 19 3 2.2 32 
9mM+ 40 µM + 2 mg/L (6) 12 2 1.7 20 

3mM + 90 µM + 2mg/L (7) 13 2 0.7 22 
6 mM + 90 µM + 2 mg/L (8) 8 1 1.9 13 
9 mM + 90 µM + 2 mg/L (9) 11 2 1.6 18 

3mM + 100 µM + 2 mg/L (10) 16 3 4.2 27 
6 mM + l 00 µM + 2 mg/L (11) 11 2 1.8 18 
9 mM + 100 µM + 2 mg/L (12) o o 2.6 o 

Los números entre paréntesis, identifican el orden de cada uno de los tratarrúentos, para la prueba de comparación de 
medias. ' 

I' 

Los porcentajes de regeneración muestran respuestas muy variables que sugieren la 

acción de algún factor externo que esté influyendo sobre los resultados obtenidos. Sin embargo, 

para este experimento puede obseivarse (cuadro 17) como disminuye la cantidad de plantas 

resultantes para cada tratamiento y como las altas concentraciones de L-prolina y de L-1riptofano 

inhiben la callogénesis y la subsecuente regeneración de plantas. 
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En este tratamiento se obseivó una alta necrosis y exceso de humedad, por lo que 

probablemente éste sea un factor importante, que influyó sobre los resultados finales. 

Cuadro 17: Evaluación de la capacidad motfogénica de callos provenientes de la combinación 
de varias concentraciones de L-prolina, L-triptofano con 2 mg!L de 2,4-D, después de 
diez semanas en medio de regeneración. 

* 3/20 6120 9120 3140 6/40 9/40 3190 6190 9190 3/10 6/100 9/100 

o 
Total callos 16 21 14 20 15 9 13 16 20 24 15 • 
No contam. 16 21 14 16 15 9 13 16 20 24 15 
Con brotes 6 7 6 5 7 3 4 4 8 11 4 

Total brotes 10 10 6 7 12 5 7 8 30 25 8 
Brotes/callo 2 l.4 1 1.4 2 2 2 2 4 2.3 2 

Total plantas 7 10 o 6 8 4 6 7 26 16 8 
Plantas/callo 1 1 o 1 1 1 2 2 3 2 2 

% callos morf. 37 33 o 31 47 33 31 25 40 46 27 

* En las fracciones que aparecen en la primera fila del cuadro, el numerador indica la concentración de L-prolina 
(mM) y el denominador de L-triptofano (µM). 

• Para este tratamiento no hubo regeneración de plantas. 

Al utilizar 2.5 mgtL de 2,4-D, en los medios de cultivo con las concentraciones de L-

prolina y L-triptofano antes mencionadas, los mayores porcentajes de callogénesis se obtuvieron 

con 3mM de L-Prolina más 100 p1v1 de L-triptofano. En los otros tratamientos se produjeron 

' 
porcentajes de foIIn.ación de callos entre 25 y 37o/o(.Cuadro 18). Concentraciones más altas de 

ambos aminoácidos reducen la formación de callos y awnentan la cantidad de callos necrosados. 

La existencia de diferencias significativas en los promedios de callos resultantes en estos 

tratamientos (F= 7.81, P<0.05), sugiere que la presencia de ambos aminoácidos en el medio de 

cultivo afecta la callogénesis. La prueba de comparación de medias (Tukey, oc=0.05) muestra 4 

grupos de tratamientos con promedios significativamente diferentes (Tratamientos 9 y 1 O; 6 y 
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1 O; 1 O y 11; 1 O y 12). El análisis de varianza de dos vías, muestra como el efecto de L-prolina 

resultó ser significativo (F=6.12, P<0.05) no así el L-triptofano (F=l.07, P>0.05), que 

probablemente sea el factor que esté generando una disminución en la formación de callos. La 

interacción resultante de ambos aminoácidos fue significativa (F=6.07, P<0.05), lo que sugiere 

que la relación existente entre ambos aminoácidos con 2.5 IDgl1_, de 2,4-D no es favorable. 

Cuadro 18: Número de callos obtetúdos y porcentajes de callogénesis resultantes de la 
combinación de varias concentraciones de L-prolina, de L-triptofano con 2. 5 mgtL de 
2,4-D, en el cultivar de arroz (Oryza sativa L.CR-5272). 

Tratamiento (Prolina + triptof.ano + 2,4-D) No Total de callos X callos/placa± D.E. % 
callogénesis 

3 mM + 20 µM + 2.5 mg/L (1) 37 6 1.6 62 
6 mM + 20 µM + 2.5 mg/L (2) 34 6 1.2 57 
9 mM + 20 µM + 2.5 mg/L (3) 30 5 2.8 50 

3mM + 40 µM + 2.5 mg/L (4) 29 5 2.3 48 
6 mM + 40 µM + 2.5 mg/L (5) 35 6 l.O 58 
9 mM + 40 µM + 2.5 mg/L (6) 24 4 2.5 40 

3 mM + 90 µM + 2.5 mg/L (7) 35 6 0.7 58 
6 mM + 90 µM + 2.5 mg/L (8) 31 5 0.7 52 
9 mM + 90 µM + 2.5 mg/L (9) 27 5 2.2 45 

3 mM + 100 µM + 2.5 mg/L (10) 48 8 l.2 80 
6 mM + 100 µM + 2.5 mg/L (11) 16 3 1.9 27 
9 mM + 100 µM + 2.5 mg/L (12) o o O.O o 

~ 

Los números entre paréntesis, identifican el orden de cada tino de los tratamientos, para realizar la pmeba de 
comparación de medias. 

Las concentraciones de 3 mM de L-prolina con 20 y 40 µM de L-triptofano, produjeron 

los mayores porcentajes de regeneración (Cuadro 19). Aún cuando la regeneración alcanzó un 

valor cercano a los 60 %, se obtuvieron algunas plantas albinas en 2 tratamientos. Al 

incrementar las concentraciones de ambos aminoácidos se inhibió casi en su totalidad Ja 
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regeneración, obseivándose solo fonnación de raíces y muchos callos se necrosaron a los diez 

días de realizado el subcultivo al medio de regeneración. 

Cuadro 19: Evaluación de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinación 
de va1ias concentraciones de L-prolina, L-triptofano con 2.5 mg/L de 2,4-D, después de 
diez semanas en medio de regeneración. 

* 3/20 6120 9120 3/40 6/40 9/40 3/90 6190 9190 3/100 61100 9/100 
Total callos 37 29 30 29 35 24 35 31 27 .fo • • 
No contam. 36 29 30 29 35 24 35 31 27 

1 Con brotes 21 13 7 14 15 o 3 4 5 

1 
Total brotes 40 18 16 52 31 o ,, 7 12 .. 
Brotes/callo ') 1 2 4 2 o 1 2 2 

1 

... 
Albinos o o o o 2 3 o o o 

Total plantas 40 16 16 52 31 o 2 7 12 
Plantas/callo 2 1 2 4 2 o 1 2 2 

% callos morf. 58 45 23 48 43 o 6 13 44 

* En la primera fila que aparece con fracciones, el numerador indica la concentración de L-prolina (mM) y el 
denominador L-triptofano (µM). 

4 En estos tratamientos no hubo formación de callos ni regeneración. 
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DISCUSION 

Efecto de L-prolina en la callogénesis y la regeneración. 

El éxito en el establecimiento de un cultivo embriogénico depende de la selección del 

explante iniciaL de su etapa de desan·ollo y de su condición fisiológica. Para esta investigación, fa 

utilización de embriones cigóticos maduros proporcionó buenos resultados como explante inicial, 

pues tanto los cultivos sometidos a tratamientos así como los controles, presentaron valores 

adecuados en la f011Tiación de callos. Esto es coincidente con lo reportado por Siriwardana y 

Nabors (1983), Hartke y LOrz (1989), Jones y Rost (1989), Adkins et al.(1990), Chowdluy et al 

(1993), Mitsuoka et al(1994), Valdez et al (1996). Además, pudo observarse como los callos 

embtiogénicos se originan en el escutelo del embtión. Esto probablemente se debe a la acción de 

los reguladores de crecimiento endógenos que se liberan al exponer el explante al medio de 

cultivo, actuando sinergísticamente con el 2,4-D, como lo señalan Jones y Rost (1989). 

Chowdhry et al. (1993) informan que 1Ul incremento en L-prolina de 3a12 rnMjunto con 

10 mM de 2,4-D aumenta los porcentajes de regeneración de los cultivos somáticos de arroz y 
' 
r 

que la respuesta declinó alrededor de los 15 rnM. En la presente investigación se obtuvieron 

resultados similares con uno de los tratamientos, en que al combinar las diferentes 

concentraciones de L-prolina con 0.5, 1, l. 5 y 2 mg/L, se tuvo regeneración en todos, pero los 

mejores resultados se obtuvieron combinando concentraciones de 6 y 9 mM L-prolina con 1y1.5 

mgtL de 2,4-D. 
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El L-prolina promueve la embriogénesis en cultivo de tejidos somáticos de maíz (Zea 

mays L.) en concentraciones de 9 mM al utilizar como explantes embriones inmaduros y al 

agregar entre 0.5 y 1.0 mg!L de 2,4-D. Concentraciones de 20 mM de L-prolina resultan ser 

efectivas en maíz en combinación con 1 mg!L de 2,4-D para la inducción de embriones somáticos 

a partir del escutelo de embriones inmaduros (Kamo et al. 1985, McCain y Hodges 1986). Yin 

Yanhai et al.(1993) y Cornejo et al(l995) también han observado el efecto promotor de la 

prolina en la inducción embriogénica de suspensiones celulares de arroz; sin embargo, dichos 

investigadores hacen notar que el papel del L-prolina en la embriogénesis somática no es del todo 

claro. Los resultados obtenidos en nuestra investigación difieren con los obtenidos por otros 

autores. Esto puede deberse a que se utiliz.aron distintos medios de cultivo y también a las 

diferencias en los genotipos estudiados. 

Los resultados obterudos en los diferentes tratamientos con L-prolina junto con el 2,4-D, 

sugieren que los mayores porcentajes de callogénesis y de regeneración, se deben al efecto del L-

prolina como fuente de rutrógeno en combinación con el nitrato de amomo presente en el medio 

MS. Es probable que estos dos compuestos sean la fuente de energía y del poder reductor 

necesario para el metabolismo de la sacarosa, que es convertida en glucosa, aportando las 
~ 

estructuras de carbono para producir compuestos Órgánicos nitrogenados. De otro modo, se 

acumularían grandes cantidades tóxicas en forma de amoníaco (Salisbuny y Ross 1994). Así, la 

acumulación de nitrato podría sobrecargar las reservas de carbohidratos presentes en el medio de 

cultivo, dando como resultado necrosis celular. 

El amoníaco es tóxico para la célula vegetal, así como la presencia de moderadas a altas 

concentraciones de L-prolina. Al ser absorbidos en grandes cantidades, impondrían un esfuerzo 
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severo en el metabolismo de los carbohidratos que proveen las unidades de carbono necesarios 

para destoxificarse (Bidwell 1979, Salisburry y Ross 1994). 

Al ser cultivados en la oscuridad, los callos no están expuestos a estímulos lumínicos. Por 

esto, las enzimas encargadas de realizar los procesos de formación de aminoácidos estructurales, 

impo11antes para el crecimiento celular y la proliferación de callos, probablemente se encuentren 

en el citoplasma, y no así en los cloroplastos, como sucede en los tejidos expuestos a la luz. Por 

esto, seria importante realizar investigaciones adicionales al respecto, para detectar la actividad de 

las enzimas relacionadas con el metabolismo del nitrógeno en los callos que crecen en 

condiciones de oscuridacl 

La proliferación de células en los tratamientos con moderadas y altas concentraciones de 

L-prolina combinadas con 2.5 mg/L de 2,4-D, posiblemente sea una respuesta de las células para 

diluir el exceso de sales presentes en el medio de cultivo. Según Salisbuny y Ross (1994), esto 

constituye uno de los mecanismos que posee la célula vegetal para el control de sales internas, ya 

sea aumentando el volumen celular o estimulando la división celular. Esto probablemente 

favorezca el crecimiento de las células del callo con grandes vacuolas, formando tejido hidrico y ,. 

favoreciendo la necrosis celular. 

Efecto de L-triptofano en la formación de callos y la regeneración de plantas. 

Las concentraciones de 20 y 40 pM de L-triptofano, produjeron los mejores porcentajes 

de formación de callos, las de 90 µM y de 100 µM en forma moderada y con 240 y 280 µM no 
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hubo formación de callos. Esta tendencia se mantuvo en todos los tratamientos con 2,4-D (O. 5, 

1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg!L). La combinación de 90 µM de L-triptofano y de 0.5 y 1.5 mglL de 2,4-D, 

mostró los más altos porcentajes de regeneración (Cuadro 8). El cultivo control generó buenos 

datos de callogénesis, pero no alcanzó los niveles de regeneración logrados en los tratamientos 

anteriores. 

Las diferencias obtenidas con respecto a la callogénesis, en los distintos tratamientos, se 

pueden atribuir a que el L-triptofano es un precursor de la auxina natural, ácido indolacético 

(AIA) en las células vegetales, cuya aplicación exógena aumenta la síntesis endógena del AIA en 

el tejido vegetal, promoviendo así los procesos de desdiferenciación celular y de embriogénesis. 

Esto concuerda con lo reportado por Siriwardana y Nabors (1983), Koetje et al (1989), 

Lee et al. (1989), Chowdhry et al (1993). Estos autores hacen notar la importancia del L-

triptofano, como precursor de AIA, en el tejido vegetal. Nuestros resultados difieren con los 

resultados de Koetje et al. (1989), quiene reportan una disminución de la regeneración en 

presencia de L-triptofano en un medio N6. 

I' 
Las auxinas juegan un papel importante en la inducción de callos, lo cual ha sido 

comprobado en esta investigación, al realizar una combinación de auxina sintética y de un 

precursor de auxina natural como lo es el L-triptofano. Se han presentado evidencias que indican 

que en zonas jóvenes y meristemáticas de la planta de arroz, se sintetiz.a triptofano y que cuando 

se da el inicio de la floración, este aminoácido es transportado hasta el endospermo en fonnación 

donde se transf01ma, acumula y conjuga ya sea con mioinositol, con mioinositol-arabinosa. o con 
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rnioinositol galactosa (Bandurski y Nonhebel 1983). La presencia de AJA conjugado 

naturalmente en la semilla de arroz., podría facilitar los procesos relacionados con la inducción del 

callo a partir del embrión cigótico maduro, al ser debidamente hidrolizado, lo que pennitiria 

aprovechar la amcina natural presente en el explante, para hacer más efectivo el proceso de 

inducción morfogéníca. 

1\-fichalczuk et aL (1992), sostienen que el 2,4-D promueve la acumulación de AJA, 

derivado del triptofano, en callos de Daucus carota; algo similar podria estar sucediendo en 

nuestros experimentos, lo que explicarla los resultados obtenidos con ciertas concentraciones de 

L-triptofano. Además, los mismos autores sugieren que el 2,4-D estimula la acumulación de 

grandes cantidades de AIA endógeno, el cual parece mantener la proliferación del callo y 

previene el desa1Tollo de embriones somáticos. Su remoción del medio y la subsecuente 

disminución en los niveles auxínícos naturales, permitiría la maduración de los embriones 

somáticos. 

Esto también explica la interacción resultante entre L-triptofano y el 2, 4-D por medio del 

análisis de varianza aplicado para los datos obtenidos de la callogénesis y su relación con los 
' .. 

resultados de la regeneración. Es probable que 'los mayores porcentajes de callogénesis 

obsetvados en 20 y 40 µM de L-triptofano con varias concentraciones de 2,4-D, que no muestran 

los mejores porcentajes de regeneración, se deban a que al inicio del cultivo muchas de las células 

del explante ya están determinadas para expresar su potencial morfogéníco. Esto es debido al 

hecho de que dichas células tendrian una ventaja al estar cerca del eje embrionario, donde se 

facilita el acceso a las auxinas conjugadas del embrión. 
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Por otro lado, se observó que altas concentraciones de L-triptofano combinadas con bajas 

o altas concentraciones de 2,4-D, inhiben la fonnación de callos. Esto posiblemente se deba a que 

las concentraciones de lrtriptofano superiores a 240 µ."M sean tóxicas, al inhibir los procesos de 

desdiferenciación celular. Al respecto, BandursJ...')' y Nonhebel (1983) y Salisburry y Ross (1994), 

destacan que las auxinas naturales y sintéticas al acumularse en el tejido vegetal, pueden llegar a 

ser tóxicas para la célula vegetal y generar cambios a nivel transcripcional. 

Efecto combinado de L-prolina, L-triptofano y 2,4-D en la formación de callos y la 

regeneración de plantas. 

Al combinar ambos aminoácidos en el medio de callogénesis disminuye la formación de 

callos y la regeneración de plantas, cuando se comparan con los resultados obtenidos al agregar 

ambos aminoácidos de manera individual al medio de cultivo. 

Los mejores resultados correspondieron a bajas concentraciones de 2,4-D, combinados 

con los dos aminoácidos también a bajas concentraciones. Es probable que dicha auxina 
' 
.~ 

promueva la acumulación de AIA, el cual seria proporcionado por bajas concentraciones de L-

triptofano. Con esto, se activaría el proceso de mitosis en el tejido escutelar. Dicho mecanismo 

requiere la presencia de nitrógeno, ya sea como compuestos amoniacales o como nitratos y que 

son donados por L-prolina. La presencia de ambos aminoácidos pO<iria permitir la formación de 

otros aminoácidos importantes de enzimas, de proteínas de transporte, todos necesarios para el 

crecimiento del callo. 
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Al respecto, Michalczuk et al. (1992), destacan que la presencia del 2,4-D para la 

inducción embriogénica es critica y que esta condición está estrechamente asociada con el 

incremento en los niveles de AJA. Podría especularse que el 2,4-D no induce directamente la 

embriogénesis, sino más bien, altera el metabolismo endógeno del AIA, regulando las rutas de 

biosíntesis que intervienen en la transición de grupos celulares proembriogénicos a embriones. 

La glutamina es un aminoácido esencial para el metabolismo de la célula vegetal. Sirve 

como precursor de varios compuestos importantes en las rutas de biosíntesis. El estímulo más 

común para la síntesis de glutamina es el suministro de nitrógeno, como amoníaco o como 

nitrato, que puede ser proporcionado por L-prolina. La glutamina podría actuar a su vez como un 

donador de nitrógeno para diversas síntesis importantes, y proveería el nitrógeno cíclico para el 

aminoácido triptofano. La glutamina también es el compuesto de transporte de nitrógeno para la 

síntesis proteíca y de proteínas estmcturales de mayor importancia, sobre todo en tejido en estado 

de crecimiento (Bidwell 1979). Esto explicaría en forma general alguna relación existente entre 

ambos aminoácidos, a pesar de que sus rutas metabólicas son muy diferentes. El L-prolina se 

deriva del ácido glutámico, proveniente del ciclo de Krebs. Por su parte, el AJA que se fonna a 
' 
~ 

partir del L-triptofano, aparece en las etapas inic~les del proceso respiratorio, por lo que la 

presencia de ambos aminoácidos favorecería el metabolismo respiratorio del callo, aún en 

ausencia del estímulo lumínico. 

Cuando se obseivó una disminución Lmto en la formación de callos como en la 

regeneración, es probable que un aumento en la concentración del 2,4-D estimule el ingreso de L-

prolina y de L-triptofano hacia el interior de las células escutelares. Acá se iniciaría la formación 
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del callo. Si las concentraciones en el interior celular llegan a ser muy altas, las células del callo 

se verian en la necesidad de acumular dichos compuestos o sus derivados. Esto se traduciría en 

un efecto de toxicidad. Aún cuando las rutas metabólicas de tales aminoácidos sean 

independientes, una alta concentración de ambos, causaría grandes desordenes metabólicos. 

Por otro lado, la presencia del 2,4-D podría provocar algún efecto sobre el L-prolina, pues 

Teologist (1986), informa que en células de tabaco, la presencia de esta auxina induce la 

formación de polipéptidos ricos en prolina. Estos estarian relacionados con la formación de la 

pared celular y de otras proteinas estructmales. Los autores señalan también que la presencia de 

una alta concentración de AIA o del 2, 4-D, reduciría o anularía la síntesis de estos polipéptidos, 

con la consecuente inhibición de las rutas de bíosíntesís. 

Aún cuando el papel de la auxina sintética 2,4-D no sea bien comprendido, la 

participación de otros reguladores de crecimiento endógenos puede ser determinante en la 

inducción y desdiferenciación de las células del tejido explante. Por esto, seria muy conveniente 

realizar investigaciones sobre estos procesos y verificar el papel de otros reguladores de 

crecimiento en la callogénesis y en la regeneración de plantas de arroL . 



CONCLUSIONES 

1- El embrión cigótico maduro de arroz es un explante adecuado para la inducción de callos y la 

regeneración de plantas de arroz. 

2- Las principales caracteristicas de los callos embriogénicos son: apariencia nodular, estructura 

compacta y color amarillo. 

3- La presencia del 2,4-D es fundamental para la desdiferenciación celular en el cultivo in vitro 

del arroz, su ausencia inhibe la formación de callos. 

4- Las mejores concentraciones para la regeneración de plantas de arroz en un medio de 

inducción con L-prolina y 2,4-D fueron 6 mM/1 mglL y 9 mMI 1.5 mg/L respectivamente. 

5- La concentración más efectiva de L-triptofano, para promover la callogénesis y la regeneración 

de plantas fue 90 µJvf en combinación con 1o1.5 mg!L de 2,4-D. 
" 

6- Bajas concentraciones de ambos aminoácidos deben ser combinadas con niveles bajos de 2,4-

D. Moderadas y altas concentraciones de éstos generan alteraciones metabólicas, como altos 

porcentajes de necrosis y de formación de callos rizogénicos. 
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CAPITULO Ir 

EFECTO DE LA TEMPERA TIJRA, DEL FRACCIONAMIENTO Y DE LA 

DESHIDRATACION DE CALLOS EN LA REGENERACION DE PLANf AS DE 

ARROZ (Oryza sutiva L cv CR-5272). 

RESÜJ\1EN 

Cuando se somete el explante a una temperatura de 27 ºC por diez días antes de la 

siembra en el medio de callogénesis, la regeneración de plantas se incrementa en un 28 %. 

La fragmentación de los callos antes del subcultivo en un medio de diferenciación, 

promueve un aumento en la formación de plantas. Con fracciones de callos de 5 mm de diámetro, 

se incrementó la regeneración en un 20 %. Diámetros superiores o inferiores a éste, aumentaron 

la necrosis e inhibieron la regeneración de plantas. 

~ 

La fragmentación de los callos en 4 partes y Íos tratamientos de deshidratación de estos, 

por 24 horas antes de ser transferidos al medio de regeneración, favorecieron la formación de 

plantas. Los porcentajes de regeneración se incrementaron en un 92 %. El porcentaje es solo de 

32 % en los cultivos control. 
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Se estudio el efecto del tamaño del .frasco en la regeneración de plantas. Al colocar los 

callos en frascos de 1 O cm de altura, con un diámetro de 5 cm , aumentó la formación de plantas 

en un 15 % , en relación con la obtenida en los frascos utilizados normalmente (6 cm de altura y 

4.5 cm de diámetro). Se discute el efecto de los gases emitidos por los callos durante su 

crecimiento y desarrollo en condiciones in vitro y la forma en como su acumulación puede 

afectar estos procesos. 

La aplicación de estos métodos mejora la formación de plantas de arroz, por lo que 

pocbia ser :implementada en otros cultivares costarricenses de arroz.. 
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INIRODUCCION 

Para la inducción embriogénica en vegetales, y en particular en Monocotiledóneas, se 

requiere de la interacción adecuada de factores como el tipo y el estado fisiológico del explante, 

así como de las condiciones expe1imentales del cultivo. 

Ciertos tratamientos aplicados al material explante o a callos pueden ser muy importantes 

en la inducción embriogénica. En ese sentido, los tratamientos con temperatwas previamente a la 

siembra del explante, resultan ser ventajosos. El tratamiento de las semillas con baja temperatura 

es esencial para la activación de muchas de sus rutas metabólicas y los valores entre los O y 1 O ºC 

son los más efectivos. En ciertos casos este requerimiento es necesario para la germinación del 

embrión y a la liberación de muchos nutrientes y reguladores de crecimiento endógenos presentes 

en la semilla (Bidwell 1979). 

En algunos casos, \llla breve exposición a temperaturas cercanas al pllllto de congelación 

es necesaria para romper la latencia; en otros, se necesita un extenso periodo de exposición a esas 
' 
~ 

bajas temperaturas (Leopold y Kriedemann 1975). Durante un tratamiento fiío puede haber 

cambios en la distribución de materiales en la semilla. Los niveles de aminoácidos durante la 

latencia de la semilla son muy bajos, pero al tratarlos con bajas temperaturas, acumulan gran 

cantidad en el endospermo (Leopold y K.riedemann 1975). Sin embargo, en otros casos, 

temperaturas moderadamente altas mejoran la germinación y la mejor utilización y distribución 
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de todos los nutrientes y de los reguladores de crecimiento vegetal (Bidwell 1979, Salisburry y 

Ross 1994). 

El tamaño inicial del explante (tejido organizado o callo), está relacionado con el 

crecimiento de los callos y la regeneración de plantas en especies de dicotiledóneas. Este aspecto 

no ha sido estudiado en cereales (Raghavan Ram y Nabors, 1985). 

Por otro lado, Tsukuhara e Hirosawa (1992) y Rancé et al. (1994), muestran que la 

deshidratación de los callos de arroz (en placas de Petri con hojas de papel filtro), antes de ser 

transferidos a un medio de regeneración, incrementa la regeneración de plántulas. Además, 

Tsukuhara e Hirosawa (1992), destacan que la osmolaridad en los medios de crecimiento y de 

regeneración es importante para la obtención, retención y recuperación de una alta :frecuencia de 

regeneración a partir de callos de arroz. 

Muchas especies vegetales liberan una variedad de sustancias como compuestos 

fenólicos, acetaldehídos y etileno durante su crecimiento en el cultivo in vitro. Estos se acumulan 

y tienen lll1 papel significativo en la regulación del crecimiento de callos, órganos o bien de la 
' , ... 

planta completa. Dichos compuestos aparecen en el medio cuando el explante es lesionado y 

pueden inhibir el crecimiento y la regeneración (Adkins et al. 1990, Adkins 1992). 

Con el propósito de desarrollar la metcxiología que permita optimizar la obtención de 

callos embriogénicos y hacer más eficiente la regeneración de plantas de arroz (Oryza sativa L. 

cv CR-5272), la presente investigación tuvo como objetivos: 
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- Evaluar el efecto de la temperatura sobre el embrión cigótico maduro de arroz (explante), previo 

a la siembra en un medio de callogénesis. 

- Estudiar el efecto de la deshidratación y del fraccionamiento de los callos antes del subcultivo 

en un medio de diferenciación. 

- Examinar el efecto del tamaño de los frascos en el intercambio de gases experimentado por los 

callos y los embriones somáticos, durante el proceso de regeneración. 
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MATERIALES Y METODOS 

Se utilizó como material explante embriones cigóticos maduros de arroz Esta semillas 

fueron obtenidas en la oficina Nacional de Semillas de Costa Rica. 

Tratamiento con temperatura ambiente 

Los granos de arroz utilizados en el presente experimento son nonnahnente mantenidos a 

una temperatura de 5 ºC, para prevenir la contaminación por bacterias y hongos, durante periodos 

prolongados de almacenamiento. 

Se desc011ezaron 400 semillas que se habían mantenido a 5 ºC; 200 se colocaron en un 

frasco de vidrio a temperatura ambiente (27±1 ºC) por cinco días antes de la siembra y las 200 

restantes a temperatura ambiente por diez días previos a la siembra en un medio para la inducción 

de la callogénesis. Fueron sembrados 200 embriones cigóticos que se habían mantenidos a 5 ºC, 

los cuales sirvieron como cultivo control. Se sembraron 1 O embriones por placa de Petri hasta 

totalizar 20 repeticiones para cada uno de los experitµentos . 
.. 
1 

La desinfección, siembra y subcultivos fueron realizados de acuerdo con la metodología 

presentada en el capitulo anterior. El medio de inducción consistió en un medio MS (Muraslúge 

y Skoog 1962), suplementado con 2.5 mg!L de 2,4-D, 30 gr/L de sacarosa, 0.1 gr/L de myo-

inositol, 0.4 mg/L de tiamina y 3 gr/L de Phytagel (Valdez et al. 1996). El pH fue ajustado a 5.8 

antes de agregar el gelificante y fue autoclavado por treinta minutos, a 121 ºC y 15 libras de 
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presión. Una vez :finalizada la siembra, las placas fueron debidamente selladas y rotuladas, para 

luego ser colocadas en la oscuridad a una temperatura de 25 ºC. 

Después de 3 semana.~, los callos formados fueron separados y transferidos a un medio de 

regeneración que consistió de un MS (Murashige & Skoog 1962) sin 2,4-D pero suplementado 

con 0.5 mgfL benzilaminopmina (BAP) y 0.05 mg/L de ácido naftalenacético (ANA). Los callos 

fueron subcultivados cada tres semanas para evaluar su capacidad morfogénica. Los cultivos se 

manruvieron bajo llll fotoperiodo de 12 horas, con lámparas fluorescentes (2000 lux), a 27 ºC ±l. 

Las plántulas con una altura de 15 cm fueron transferidas al invernadero y cubiertas con 

bolsas plásticas para una aclimatación antes de ser directamente expuestas en el invernadero. 

Fraccionamiento de callos previo subcultivo a medio de regeneración. 

Se descortezaron 300 cariópsides de arroz La desinfección, eA1racción y siembra de 

embriones fueron realizadas según la metodología descrita anteriormente. Esta semillas fueron 

separadas en tres grupos, cada uno de 100 semillas, sembradas en 10 placas de Petri. El medio de 
~ 

i' 
callogénesis fue el mismo que se utilizó en la sección anterior. Después de 25 días en que el 

material estuvo expuesto en condiciones de oscuridad y a 25 ºC, los callos del primer grupo, 

fueron :fraccionados en 4 piezas. Los callos provenientes del segundo grupo fueron fragmentados 

en 8 partes y los del tercer grupo no fueron fraccionados y sirvieron como control. 

En el momento de realizar cada tipo de fraccionamiento, se extrajo el alargamiento radical 

a cada uno de ellos. Se invirtió la posición del callo, de tal forma que la parte basal quedara hacia 
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aniba. En esta posición se introducen las puntas de las pinzas dentro del espacio interno del callo 

y se suelta suavemente hacia los extremos para no dañar y cortar el callo, pues se trata de 

fraccionarlo suavemente. 

Con el objeto de poder detenninar el tamaño adecuado de fraccionamiento, se tomaron 

medidas del diámetro de 30 fragmentos de callo, para cada uno de los tipos de fraccionamiento. 

Después de realizado esto, los callos fueron colocados en un medio de regeneración (V aldez et al. 

1996). Estos fueron evaluados cada tres semanas hasta la obtención de plantas. Los cultivos se 

mantuvieron bajo un fotoperíodo de 12 horas con 2000 lux, a 27 ºC. 

Deshidratación de callos antes de transferirlos a un medio de regeneración. 

Se utilizaron 120 semillas de arroz. La desinfección, siembra e inducción de callos se 

realizaron de la misma forma que en el capitulo anterior. Después de la siembra, se tomaron 6 

placas de Petri con 1 O embriones cada una y los callos formados de estos explantes fueron 

deshidratados parcialmente. Los callos provenientes de las 6 placas restantes no fueron 

deshidratados. 

I' 

En el momento del subcultivo a un medio de regeneración, los callos provenientes de las 

primeras 6 placas de Petri, fueron fraccionados en 4 partes y fueron transferidos a placas de Petri 

( 1OOxl5mm), que contenían papel filtro previamente esterilizado (Marca Whatman No. 3). Las 

placas fueron selladas y colocadas a 27 ºC por 24 horas en condiciones de oscuridad Luego los 

callos fueron transferidos al medio de regeneración (V aldez et al. 1996), con un régimen de 12 

horas luz a 27 ºC. Los callos formados en las 6 placas restantes fueron fracciondos en cuatro 
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partes, pero no fueron deshidratados, por lo que estos callos fueron subcultivados directamente en 

el medio de regeneración y sirvieron como control. 

Se realizaron subcultivos cada 3 semanas y las plántulas obtenidas fueron aclimatadas 

antes de ser tran~f eridas al invernadero, colocándo bolsas plástica~, cuando éstas alcanzaron una 

altura de 15 cm . 

Efecto del tamaño de los frascos en el desarrollo de embriones somáticos durante la 

regeneración. 

Se inició el cultivo de los callos con 120 semillas de arroz La desinfección y siembra de 

los embriones cigóticos fue realizada siguiendo la misma metodología descrita en el capitulo 

anterior. Después se tomaron 6 placas con 1 O explantes cada una y los callos que se originaron 

en éstos, fueron fraccionados en 4 partes y colocados en placas de Petri con medio de 

regeneración (Valdez et al. 1996), durante las primeras 3 semanas. Luego fueron subcultivados 

en frascos de vidrio con altura de 1 O cm y 5 cm de diámetro, colocando 4 callos por frasco. Estos 

fueron mantenidos en el medio de cultivo por 3 semanas más. Los brotes formados fueron .. 
I' 

transferidos a frascos del mismo tamaño, pero con lUl medio MS (Murashige y Skoog 1962) sin 

reguladores de crecimiento. 

Los callos formados en las 6 placas de Petri restantes fueron fraccionados en 4 partes y 

subcultivados directamente en frascos de vidrio de 6 cm de altura y de 4.5 cm de diámetro, con el 

mismo medio de regeneración. El material formado se siguió subcultivando en este mismo tipo 
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de frasco. Todo el material de regeneración de este experimento fue mantenido a 27 ºC, con un 

fotoperíodo de 12 horas. 

RESULTADOS 

Exposición de explante a temperatura de 27 °C por 5 días antes de la siembra. 

En ténninos generales, la morfología de los callos obtenidos en todos los experimentos 

realizados con el genotipo CR-5272 fue muy parecida, las diferencias existentes se deben al 

efecto de los tratamientos aplicados. 

Después de 25 días en el medio de callogénesis, se formaron callos secos, compactos, con 

formación de estructuras globulares en la periferia del callo. Otros dieron origen a muchas raíces 

y se necrosaron rápidamente. 

El número total de callos obtenidos en el tratamiento con temperatura de 27 ºC durante 5 

días antes de la siembra, fue similar al control y al rpalizar la prueba de análisis de varianza de 

una vía de los promedios, no se encontró diferencia signilicativa (F= 0.65, P= 0.4263). El 

experimento fue repetido una vez más y mostró resultados similares. Igualmente, no se 

encontraron diferencias en la cantidad de callos formados al compararse con el control (F= 0.01, 

P= 0.9327) (Cuadros 20). 
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Cuadro 20 : Número de callos obtenidos en el tratamiento con temperatura de 27 ºC por cinco 
días antes de la siembra en medio de callogénesis, para el cultivar de arroz (Oryza sativa 
L. CR-5272). 

Experimento Total Total de callos X callos/placa± D.E. % callogénesis 
explantes 

Control 200 96 4.8 1. 7 48 
T 5 días 200 107 5.4 2.1 54 
+T 5 días 200 97 4.9 2.3 49 

+ Datos resultantes de la repetición del experimento. 

Después de 25 días en medio de callogénesis, los callos fueron transferidos a un medio de 

regeneración. Los resultados se presentan en el cuadro 21. Los porcentajes de callos 

morfogénicos, así como el número total de plántulas obtenidas, fue mayor en el material 

proveniente del tratamiento que en el cultivo control, lo cual incrementó la eficiencia de 

regeneración en un 25 %. Estos resultados sugieren fa existencia de algún efecto fisiológico en el 

explantc, ocasionado por la temperatura, junto con la acción de los reguladores de crecimiento 

endógenos del explante, que favorecen la inducción morfogénica de los callos proveniente del 

tratamiento. 

Cuadro 21: Efecto de la temperatura a 27 ºC por 5 días sobre el explante antes de la siembra, 
en Ja regeneración de plantas de arro~ después de doce semanas de cultivo. 

¡, 

Tratamiento Control ' T 0 5 días T° 5 días 
Total de callos 76 93 77 

No contaminados 76 93 77 
Callos con brote 15 41 25 
Total de brotes 20 82 30 
Brotes I callo l 2 1 
Total plantas 16 33 20 

Promedio plantas/callo ,. 1 1 1 
% callos morfogénicos• 20 44 33 

le No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 
•No. callos con brotes I No. total de callos no contaminados x 100. 
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Exposición del explante a temperatura de 27 ºC por 10 dias antes de la siembra en el medio 

de callogénesis. 

El número de callos y los promedios obtenidos en este tratamiento, fueron mayores que 

en el cultivo conb:ol y presentaron diferencias significativas (F= 7.55, P= 0.009). Similares 

resultados se obseivaron en la repetición del experimento (F= 12.86, P= 0.0009) (Cuadro 22). 

Cuadro 22: Efecto del tratamiento al explante con temperatura de 27 ºC por 10 días antes de la 
siembra, en la formación de callos en el cultivar de arroz (Oryza saliva L. CR-5272). 

Experimento Total Total de X callos/placa± D.E. % callogénesís 
explantes callos 

Control 200 95 5.3 3.6 53 
T 10 días 200 150 7.9 1.4 79 

+T 10 días 200 162 8.1 1.6 81 

+ Datos obtenidos de la repetición del experimento. 

Estos resultados sugieren que los procesos de desdif erenciación e inducción de la 

capacidad morfogénica son más efectivos debido al tratamiento. Este favorecerla una mejor 

distribución de los nutrientes del endospermo hacia ~ escutelo y el embrión, lo cual facilitaría el 

crecimiento inicial del callo. Después de diez semanas en medio de regeneración, estos callos 

presentaron mayores porcentajes de regeneración y número de plántulas que el cultivo control y 

la regeneración se incrementó en 24 y 28 o/o, tanto para el experimento como para su repetición 

(Cuadro 23). 
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Cuadro 23: Efecto de Ja temperatura de 27 ºC por 10 días en el explante antes de Ja siembra, en 
relación con la regeneración de plantas, después de doce semanas de cultivo. 

Tratamiento Control T º 10 días TO 10 días 
Total de callos 82 150 131 

No contaminados 72 100 95 
Callos con brote 14 39 46 
Total de brotes 15 44 76 
Brotes I callo 10 1 2 
Total plantas 16 26 60 

Promedio plantas/callo o11i 1 1 l 
% callos morfogérúcos• 19 39 49 

• No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 
•No. callos con brotes/ No. total de callos no contaminados x 100. 

Estos resultados indican que el explante responde en forma diferente al ser expuesto a esta 

temperatura. Es posible que los nutrientes y los reguladores de crecimiento se distribuyan mejor 

en el interior del explante, lo que haría más efectiva su utilización. 

Fraccionamiento de callos embriogénicos, previo subcultivo a medio de regeneración. 

Los callos :fraccionados en cuatro partes con un d~ímetro promedio de 5 mm, muestran un 
~ 

i' 
incremento en la regeneración de un 13% en relación con el control. El diámetro promedio de los 

callos usados corno control fue de 9 mm. En el caso del fraccionamiento en 8 partes, los callos 

tienen un diámetro promedio de 2 mm. Aquí el porcentaje de regeneración fue menor en un 23% 

que en Jos :fraccionados en 4 partes. Este tratamiento presentó los menores porcentajes de 

regeneración. Además, cuando los callos se fragmentaron en 4, se obtuvo la mayor cantidad de 

brotes por callo, con un número total de plantas de 46, en comparación con 27 en el control y con 

21, Juego de :fraccionarlos en 8 partes (Cuadro 24). 



Cuadro 24: Efecto del fraccionamiento de callos en relación con la regeneración de plantas, 
después de diez semanas de cultivo. 

Tratamiento Control Fraccion. 4 Fraccion 8 
Total de callos 90 75 82 

No contaminados 90 70 82 
Con brote 27 30 16 

Total de brotes 41 53 24 
Brotes I callo 2 2 1 
Total plantas 27 46 21 

Promedio plantas/callo "" l 2 1 
% callos morfogénicos• 30 43 20 

.;. No. plántulas verdes/ No. callos con brotes. 
• No. callos con brotes/ No. total de callos no contaminados x 1 OO. 

- ,. 

Estos datos sugieren que tamaños superiores o inferiores a 5 mm , pueden reducir la 

regeneración. Con estos tamaños extremos, se incrementa la necrosis, como fue evidente después 

de quince días de subcultivados. Esto probablemente se deba a que el callo necesita de una 

superficie mínima para hacer eficiente la regeneración de plantas y que al romper la integridad 

del tejido disminuye el efecto cooperativo entre los grupos de células involucradas en las 

respuestas motfogénicas. 

Efecto de la deshidratación de los callos previa transferencia a un medio de regeneración. 

Los callos deshidratados durante 24 horas antes de ser transferidos a un medio de 

regeneración, incrementaron la regeneración de un 34 o/o (control) hasta 70 y 92o/o. La cantidad de 

callos con brotes (Fig. 5), número de brotes por callo y el total de plántulas regeneradas, también 

se ven aumentados con el tratamiento (Cuadro 25). 



Cuadro 25: Efecto de la deshidratación de callos en relación con la regeneración de plantas del 

cultivar de arroz (Oryza saliva L CR-5272), después de diez semanas de cultivo. 

Tratamiento Control Deshidratación 
Total de callos 50 
No contamin. 50 

Con brote 17 
Total de brotes 31 
Brotes I callo 2 
Total plantas 29 

Promedio plantas/callo .fo 2 

% callos rnorfogénicos• 34 

ofo No. plántulas verdes I No. callos con brotes. 
•No. callos con brotes I No. total de callos no contaminados xlOO 
+ Se obtuvieron hasta 7 plantas por callo. 

40 
40 
28 
61 
2 

56 
5 

70 

Deshidratación 
54 
54 
50 
120 

3 + 
114 
3 
92 

59 

Estos resultados podrían atribuirse a que la reducción en el contenido de agua en el callo 

puede causar plasmólisis en las células y esto provocarla un cambio en el balance endógeno de 

los reguladores de crecimiento, lo cual estimula las rutas metabólicas de diferenciación. 

Efecto del tamaño de los frascos sobre el desarrollo de embriones somáticos en la 

regeneración. 

Los mejores porcentajes de regeneración se presentan en aquellos callos que fueron 

colocados inicialmente en placas de Petri y luego en frascos de vidrio de 1 O cm de altura y 6 cm 

de diámetro (Fig. 6) (Cuadro 26). Estos resultados sugieren que con frascos de vidrio más 

grandes para el crecimiento de los proembriones y embriones somáticos, se les provee un espacio 



Fig. 5 : Morfología de callos embriogénicos 
deshidratados por 24 horas, Juego de diez 
días en medio de regeneración. 

Fig. 6 : Efecto del tamaño de los frascos en la regeneración de 
plantas de arroz. 
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suficiente para el intercambio de gases y para evitar en alguna medida la acumulación de 

compuestos fenólicos, C02, etileno y otros compuestos que inhiben los procesos de regeneración. 

Cuadro 26 : Efecto del tamaño del frasco, en relación con el número de plantas regeneradas, 
después de diez semanas de cultivo. 

Tratamiento Control Experimento 
Total de callos 51 49 
No contamin. 45 49 

Con brote 16 23 
Total de brotes 41 47 
Brotes / callo 2 2 
Total plantas 23 38 

Promedio plantas/callo "' l l 
% callos morfogénicos.to 35 46 

"'°No. plántulas verdes/ No. callos con brotes. 
•No. callos con brotes I No. total de callos no contanünados xlOO. 
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DISCUSION 

Exposición del explante a temperatura de 27 ºC antes de la siembra en medio de 

callogénesis. 

Los resultados obtenidos en esta investigación demuestran que la exposición de las 

semillas a 27 ºC ± 1, antes de la siembra, producen una mayor cantidad de plantas; la exposición 

durante 1 O días mostró ser más efectiva. Esw posiblemente se deba a que el rompimiento 

adecuado de la latencia de la semilla pennita una mejor distribución de los nutrientes del 

endospenno hacia el embrión, pasando por el escutelo. La activación del cuerpo del embrión 

dentro de la cariópside, expuesto a 27ºC ±1, probablemente active numerosas rutas metabólicas, 

lo cual incrementa las tasas de respiración celular y de niveles de energía, relacionados con la 

actividad mitocondrial. Grass y Burris (1995), que trabajaron con trigo, afirman que esta energía 

generada en la mitocondria, en forma de A 1P, juega un papel importante en el metabolismo del 

explante desde las primeras horas de exposición a una temperatura de 27 ºC como se obsetva en 

nuestros resultados. 

Además, en estas condiciones, el 2,4-D podria favorecer una mejor actividad de 

desdiferenciación e inducción en el explante, a causa de una mejor utilización de los recursos 

disponibles, como los acumulados en el escutelo. Una vez agotados éstos, el siguiente paso seria 

la utiliz.ación de los nutrientes del medio de cultivo. 
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Es probable que en los cultivos contro~ donde las semillas son mantenidas a 5 ºC antes de 

ser sembradas, estas sufran alteraciones a causa del frio. En efecto, su capacidad de formación de 

plantas es baja y los callos se necrosan rápidamente. Hale y Orcutt (1987) mencionan que en 

general, los tejidos donnantes en semillas son más tolerantes a los cambios de temperatura que 

los tejidos de rápido crecimiento, pero que cambios bruscos de esta, pueden ocasionar fallas en la 

germinación por una disminución en la absorción de agua y nutrientes. 

Algunos autores como Ilker et al. ( 1979) (citado por Hale y Orcutt, 1987), sugieren que la 

exposición a 5 ºC por 3 días, puede causar daños en las semillas a nivel de organización celular, 

que pueden ir desde la pérdida en la definición de los proplastidios y las membranas 

mitocondriales, hasta alteraciones en los ribosomas, que llegan a producir precipitaciones de 

proteínas en la vacuola. 

Takahashi (1995), indica que el óptimo de temperatura para la germinación de la semilla 

de arroz es de un rango relativamente alto: el mínimo de temperatura está entre 8-10 ºC, el 

máximo entre 42-44 ºC y el óptimo entre 30-32ºC. La viabilidad de las semillas de arroz se ve 

afectada por cambios de temperatura, lo que puede causar en éstas, un deterioro en la actividad 
' 
~ 

respiratoria que altera su metabolismo (Grass y Burrls, 1995). Con base en estas afumaciones y 

los resultados obtenidos en nuestra investigación, sería conveniente controlar las temperaturas de 

almacenamiento del material explante. Esto permitiría un mejor entendimiento y manipulación 

del material explante, con la subsecuente mejora en la inducción de callos y regeneración de 

plantas de arroz 
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Fraccionamiento de callos embriogénicos, previo subcultivo a un medio de regeneración. 

Cuando el tamaño del callo es superior a 5 mm, probablemente la regeneración se reduce 

porque éste agota rápidamente la Benzilaminopurina presente en el medio de cultivo. Es probable 

que un incremento en la concentración de la citoquinina no estimule la regeneración, debido a 

que también se reduce la presencia de algún nutriente o regulador de crecimiento, cuyos 

requerimientos sean mayores. Cuando alguno de estos factores se vuelve limitante, por el alto 

consumo de éstos por el callo, es probable que se induzca una necrosis, tal como pudo observarse 

en nuestros resultados. Al respecto, Hale y Orcun (1987), señalan que las deficiencias de 

nutrientes en el tejido vegetal, causan necrosis, aún cuando estén disponibles los reguladores de 

crecimiento. 

Los callos fraccionados en 8 partes presentaron mucha necrosis y baja regeneración, 

cuando se comparan con el cultivo control. Estos aspectos son similares a los de Raghava Ram y 

Nabors (1985) y Rueb et al. (1994), aunque ellos trabajaron con base en el peso y el volumen 

(mm2
) del callo en el momento del fraccionamiento antes de su transferencia al medio de 

regeneración. 

La alta necrosis observada al final de la etapa de regeneración de este experimento, puede 

ser atribuida al daño fisico causado en el momento del fraccionamiento. En efecto, las mpturas y 

daños celulares, liberan muchos compuestos fenólicos que pueden intetf erir o modificar el ácido 

indolacético de las células en crecimiento (Milborrow, 1984 ). 
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Un inadecuado :fraccionamiento que dañe a los callos puede producir muchas 

modificaciones, tal y como lo indican Tran Thanh Van (1981) y Hale y Orcutt (1987), quienes 

observaron incrementos en la permeabilidad de la membrana, destrucción o síntesis de 

reguladores de crecimiento, síntesis activa de compuestos f enólicos y un incremento en la 

respiración y producción de etileno. Este tipo de cambios provoca una coloración café oscura 

característica del material necrosado. Lo anterior coincide con lo obse1vado en esta investigación. 

Efecto de la deshidratación de los callos, previa transferencia a medio de regeneración. 

La deshidratación parcial de los callos de arroz por 24 horas, incrementó los procentajes 

de regeneración en un 36 y 72 % en relación con los controles. Estos porcentajes son 

comparables a los reportados por Tsukuhara e Hirosawa (1992), quienes incrementaron sus 

frecuencias de regeneración de 5% a 47o/o, en cultivos de células en suspensión de la variedad 

japonica "Sasanishiki". 

Nuestros resultados coinciden con los obterúdos por Rancé et al. (1994), quienes 

obtuvieron altos porcentajes de regeneración de pl311tas (61.1 % a 73. 7%), en tres variedades de 
' .. 

arroz indica, luego de la deshidratación de callos derht-actos de embriones cigóticos maduros. 

Es posible que el callo al ser deshidratado, provoque lID desbalances en los niveles de los 

reguladores de crecimiento endógenos, activando a algunos y desactivando a otros. Leonardi et 

al (1995), trabajando con suspensiones celulares de arroz encontraron que el ácido absícico 

(ABA) puede aparecer en las células vegetales, como respuesta ante el "estrés" lúdrico. La 

conexión entre el efecto del ABA y la embriogénesis somática no es clara, esta podria ser una 
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función defensiva ante la deshidratación y que esté mediada por el .A..BA, por lo que más 

investigaciones en torno a esto podrían ser llevadas a cabo. La utiliz.ación de otros agentes 

osmóticos en el medio de callogénesis para el cultivar de arroz CR-5272, podría aportar buena 

evidencia acerca del papel fisiológico del ABA, ante el "estrés" osmótico y su relación con la 

embriogénesis somática. 

Efecto del tamaño de los frascos sobre el desarrollo de los embriones somáticos en los 

experimentos de regeneración. 

El aumento de la regeneración en los callos colocados en placas de Petri, probablemente 

se deba a que los callos reciben la luz directamente. Esto favorece el desarrollo inicial de los 

cloroplastos y del proceso fotosintético, que inducen a su vez la formación de brotes. Estos callos 

con brotes, al ser subcultivados en frascos de mayor tamaño, tienen una mayor disponibilidad de 

oxígeno, lo cual no pennite la acumulación de C02. Lo anterior coincide con lo repot1ado por 

Adkins (1992), Salisburry y Ross (1994), quienes indican que el tejido al crecer en presencia de 

luz., inhibe la formación de etileno, pero dado el aumento en el metabolismo por la fotosíntesis y 

la respiración celular, provoca una mayor producció~ de C02, que favorece la acumulación de 

.. 
precursores de etileno, lo cual puede ser controlado al colocar los callos en condiciones 

adecuadas. 

El bajo porcentaje de regeneración obtenido en el cultivo control, se debe probablemente 

a que el frasco de vidrio utilizado es pequeño y no proporciona el espacio suficiente para el 

intercambio de gases, situación que pennite la acumulación de C02. acetaldehidos, etanol y 

etileno, lo cual coincide con lo mencionado Adkins et al. (1990), Adkins (1994). Además, dichos 
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compuestos pueden causar una diferenciación temprana en el callo, lo cual inhibe la formación 

de la clorofila, aún cuando esté presente el estímulo lumínico, e impide de esta forma la 

regeneración de plantas. 
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CONCLUSIONES 

- Los tratanúentos del explante con una temperatura de 27 ºC ± 1, durante diez días previo a la 

siembt·a en medio de callogénesis, incrementa la regeneración de plántulas de airnz. 

- Los callos fraccionados en 4 pa11es y con un diámetro promedio de 5 mm, incrementan en sus 

valores de regeneración. Diámetros superiores o inferiores a este, aumentan la necrosis y 

disminuyen la regeneración. 

- Los tratanúentos de deshidratación de los callos por 24 horas, antes de ser transferidos a medio 

de diferenciación, incrementaron los porcentajes de regeneración en un 36 y 58 o/ó, en relación 

con los controles. 

- Los frascos de vidrio más grandes, proveen más oxígeno al callo, con lo que se incrementa la 

calidad de los callos en condiciones de regeneración y se aumenta la formación de plantas en 

un 15 % en relación con el cultivo control. 
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CAPITULO Ill 

DESCRIPCIÓN IDSTOLÓGICA DE LA EMBRIOGÉNESIS SOMÁTICA EN ARROZ 

( Oryza saliva L. CULTIVAR CR-5272). 

RES(l1\1EN 

Estudios anatómicos e histológicos de los callos de arroz muestran que éstos se originan 

del epitelio escutdar de los embriones cigóticos maduros (explantes). Al crecer en un medio 

Muraslúge y Skoog (1962) suplementado con 2.5 mg'L 2,4-D, presentan grupos de células 

embriogénicas en las zonas periféricas, las cuales a su vez darán lugar a la formación de 

proembriones y de embriones somáticos. Las células de los callos embriogénicos se 

caracterizan por tener núcleo y nucleolo conspícuos, forma isodiámetrica, citoplasma denso y 

están acompañadas de células adyacentes con abundantes gránulos de almidón. Los embriones 

somáticos completan su desarrollo para dar formación a plántulas completas, al estar en un 

medio de regeneración. 

.. 
Callos embriogénicos de 5 días fueron sometidos al método de transformación genética 

por biobalística, para evaluar su impacto en la regeneración de plantas. Al evaluar los resultados 

se encontró que dicho método no causa daño sobre el callo, pues al ser comparado con el 

control, que no fue sometido al método, no se encontraron diferencias en los porcentajes de 

regeneración final. 
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Los estudios histológicos pennitieron observar la expresión transitoria del gen GUS en 

grupos de células de las capas más externas de los callos embriogénicos, sometidos al método de 

biobalística. 

IN'IRODUCCION 

A pesar del gran número de investigaciones acerca de la embriogénesis somática en 

varias especies, muy pocas aportan la evidencia suficiente para comprender el proceso. Por lo 

anterior, la realización de estudios anatómicos e histológicos en los callos potenciahnente 

embriogénicos, permite comprobar la existencia del proceso embriogénico y posibilita así su 

optimización. 

Las células pre-embriogénicas o embrioides, presentan muy a menudo caracteristicas 

comunes a las de células me1i.stemáticas con una rápida división celular. Estas son: tamaño 

pequeño, conterúdo citoplásmico denso, núcleo grande con nucleolo prominente, pequeñas 

vacuolas. Sin embargo, para la investigación de estas caracteristicas citológicas y de los 

procesos de desarrollo, se requiere de estudios hisJológicos y anatómicos comparativos para 

:' 
ilustrar cada etapa sucesiva del fenómeno embriogénico (Chen et al. 1985, Williams y 

Maheswaran 1986). 

Haccius (1978), sostiene que los embriones cigóticos y somáticos tienen un ongen 

unicelular, sin embargo, comunmente se afirma que los embriones se ongman de masas 

proembriogénicas, las cuales fueron derivadas de células individuales y según Stamp (1987), 
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esto puede ser dilucidado por medio de los estudios anatómicos e histológicos de material 

embriogénico. 

Por su pat1e, Higuchi y 1v1aeda (1991), destacan que el cultivo de tejidos vegetales se 

presenta como una alternativa fácil para el estudio de los procesos de regeneración de plantas, ya 

sea por organogénesis o embriogénesis somática, que podrían ser fácilmente reconocidos y 

entendidos al emplear estrategias histológicas para su estudio. Existen muchas publicaciones que 

demuestran y confirman las estrucruras caracteristicas de los callos embriogénicos, los cuales 

tienen el potencial de regenerar plántulas a traves de la embriogénesis somática (Jones y Rost 

1989, Kott y Kasha 1984). 

La utilización de métodos de tinción en estudios anatómicos e histológicos de la 

embriogénesis somática, ha permitido en muchos casos la localización de los eventos iniciales 

del proceso. Entre las técnicas de tinción utilizadas están la de safranina y "fast-green", la triple 

que incluye tinciones con hematoxilina, azul de metileno y rojo rutenio, que han sido aplicadas 

éxitosamente a callos provenientes de inflorescencias jóvenes de arroz, de ápices de raíz y de 

células epidérmicas del escutelo de embriones Íll1I1aduros de arroz. Chen y Chen (1985) 
, .. 

utilizaron la tinción triple para dilucidar la formación de embriones somáticos a partir de 

inflorescencias jóvenes de arroz 

Estos tipos de tinción también han sido aplicados a otras especies de gramíneas como lo 

son Triticum aestivum, Zea mays, Panicum maximun, Elaeis guineensis, etc. (Yataz.awa et al 

1967, Mott y Cure 1977, Magnusson y Bomrnan 1985, Yi-Lu y Vasil 1982, McCain y Hodges 

1986, Schwendiman et al. 1988, Jones y Rost 1989). 
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.Tones y Rost (1989), utilizaron embriones cigóticos maduros de arroz como material 

explante para la obtención de callos embriogénicos y hacen notar que éstos se originan del 

escutelo del embrión, lo cual han corroborado por medio de estudios anatómicos e histológicos. 

Por la importancia que tiene la histología en el cultivo in vitro de tejidos vegetales, para 

entender los procesos de embriogénesis somática, la presente investigación tuvo como objetivos: 

- Describir los eventos anatómicos e histológicos que ocurren en las células proembriogéncas. 

- Diferenciar cada fase de la embriogénesis somática. 

- Comparar histológicamente los tejidos sometidos al método de biobalística con un cultivo 

control. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Material explante 

Se utilizó como material explante embriones cigóticos maduros de arroz. Las semillas 

fueron obtenidas de la Oficina Nacional de Semillas de Costa Rica. 

La desinfección y siembra de embriones cigóticos maduros fue realizada según la 

metodología descrita en el primer capitulo y el medio de inducción callogénica consistió de un 

MS (1-'lurashige y Skoog 1962) con 30 gr/L de sacarosa, 0.1 g!L de myo-inositol y 3 gr/L de 

phytagel. El medio fue suplementado con 2.5 mg/L de 2,4-D y el pH del medio fue ajustado a 

5.8 antes de ser autoclavado y luego depositado en placas de Petri (100x15 mm). Se completaron 

20 placas y en cada una fueron sembrados 10 embriones, para un total de 200. Después de 

finalizada la siembra, todo el material fue colocado en un cuai1o de crecimiento en oscuridad y a 

temperatura de 25 ºC. 

Fueron sembrados 200 embriones más sobre ,un mismo medio de inducción callo génica, 

I' 
y después de 5 días, los callos originados de 60 embriones fueron sometidos a tratamiento de 

biobalística con micropartículas de tungsteno (1 µm de diámetro) solamente. Los callos 

formados a partir de otros 60 explantes, fueron sometidos al método con micropartículas de 

tungsteno recubiertas con ADN, y los callos derivados de otros 60 más si.tvieron de control. El 

acelerador de partículas (PIG "Particle Inflow Gun") utilizado es similar al de Finer et al. 

(1992). Se empleó una presión de gas helio de 80 PSI. Se realizaron seis disparos sobre grupos 
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de 20 callitos colocados en el centro de la placa de Petri y después fueron puestos en el medio de 

cultivo, en condiciones similares a las mencionada'! anteriotmente. 

Fueron tomadas muestras de callos a los cinco, diez, quince y veinte días para fijarlos en 

fonnalina ácido acético (F AA) y luego fueron procesados para el estudio histológico. Los callos 

provenientes del tratamiento con el método de biobalística fueron fijados en Glutaraldehido al 

10% y luego fijados en resina para su estudio histológico. 

Tanto la preparación de partículas de tungsteno con ADN corno la aplicación del método 

de biobalística, fueron realizados por "tvlarco Páez y Tania Quesada del Centro de 

Investigaciones en Biología Celular y Molecular. 

TÉCNICAS HISTOLÓGICAS. 

Las observaciones histológicas, se realizaron tanto en los tejidos sometidos al proceso 

de biobalística como en el control y las muestras de tejido se tomaron con base en caracteristicas 

morfológicas favorables presentes en cada etapa, , desde la siembra hasta la regeneración de 

plantas. La preparación de cortes se realizó de la siguiente forma: 

1) Fijación. Se hizo en una solución de glutaraldelúdo(10%)/formalin-ácido acético/(5:5, en 90 

ml de alcohol 70%)(v/v) durante una noche al vacío y luego dos día" a 4ºC. 

2) Deshidratación. Se realizó sumergiendo el tejido en etanol a 70º por una hora, luego en 

etanol 95º por una hora y por último en etanol puro por una hora más, tres veces consecutivas. 
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3) Impregnación. Se inició en tolueno-alcohol (l:l)(v/v) por 30 minutos, luego en tolueno puro 

tres veces en una hora, en seguida en tolueno:parafina (1 :l)(v/v), parafina una hora dos veces y 

parafina una noche. 

4) Inclusión de los callos y embriones cigóticos madw·os: Fue en parafina y los coties se 

hicieron con un grosor de 9-12 mm. Luego se colocaron sobre un porta objetos con una solución 

adhesiva y se calentaron para extender la parafina junto con el tejido y evitar la fonnación de 

pliegues. 

5) La Tinción se realizó con la coloración cuádruple (Boissot 1990). 

Los callos sometidos al método de biobalística, fueron fliados en Glutaraldehido (10%) y luego 

infiltrados en resina para su procesamiento histológico. 

I' 
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RESULTADOS 

Descripción de características de células proembriogéncas. 

Al momento de realizar la siembra, el embrión cigótico maduro de arroz es colocado con 

la región escutelar expuesta a la superficie del medio de cultivo. Dicho explante consta de un eje 

embrionario encerrado en el escutelo, un tejido importante en el desarrollo del embrión. 

El escutelo consta de una capa externa de células, situada entre el endospermo y el 

cuerpo del embrión. Dichas células externas, son de forma colurnnar, con denso citoplasma, 

núcleos conspícuos y que presentan diferencias morfológicas con el resto de células del 

parénquima escutelar (Fig. 7a), pues éstas son más o menos esféricas y de mayor tamaño, muy 

parecidas a un parénquima fundamental. 

Se obseivó como después de 24 horas, las células del epitelio escutelar sufren divisiones 

periclinales (Fig. 7b), que después de 3 días dan como resultado zonas de alta división celular 

(Fig. 7c). Las células de estas zonas se caracterizan por ser pequeñas, con citoplasma denso, 
' 
I' 

núcleo prominente y con varios planos de división celular, las que posteriormente darán origen a 

estructuras delimitadas y conformas características, como lo son los embriones globulares. 

Callo de 5 días en medio de callogénesis. 

Al realizar un corte longitudinal del callo, se obseiva que se diferencian claramente 2 

capas de células: la primera consta de entre 9 y 12 hileras de células, cuyo tamaño aumenta a 
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Fig. 7 Tejido escutelar del embrion cigotico maduro de arroz. En A epitelio 
escmelar (ee) con células columnares. En B diferentes planos de division 
celular. En C etapas mitóticas durante el crecimiento inicial del callo. 
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medida que se dirige hacia el interior del callo. Así, las células de las 3-4 hileras más externas 

son de tamaño más pequeño, con núcleo y nucleolo prominentes los cuales tiñen de rojo, su 

citoplasma es muy denso y su forma es isodiamétrica. Son notorios los planos de división tanto 

periclinales como anticlinales y es evidente la presencia de grupos de células, muy parecidas a 

un centro quiescente, como predetenninadas a ser embriogénicas a juzgar por sus caracteristicas: 

tamaño pequeño, citoplasma denso, núcleo y nucleolo conspicuos, compactamente atTegladas y 

con una alta actividad meristemática (fig. 8a). 

Las células de las siguientes 4 hileras son más grandes, su núcleo es todavía muy 

evidente, pero por su tamaño pareciera que la vacuola tiende a ocupar la mayor parte del 

volumen celular. Inmediatamente se evidencia una capa de células intermedia, con un notable 

parecido a un parénquima fundamental, con núcleos más pequeños y con abundantes espacios 

intercelulares. 

En algunas zonas se observan filas de células de forma alargada que se disponen desde 

el interior hacia el exterior del callo~ la estructura se parece a la formación inicial de un haz 

vascular o puede tratarse de zonas de futura delimitación de los embriones los cuales 
' 

... 
posteriomente se desarrollarán en las capas más externas de los callos y se observan planos de 

división periclinales muy abundantes. 

Existen hileras de células que establecen un límite entre las capas externa e interna del 

callo. Estas 3 hileras de células están comprimidas lateralmente y es muy evidente por la 

coloración verde de las paredes primarias. El centro del callo, que es la zona de mayor tamaño, 

consta de células muy grandes con núcleos de pequeño tamaño. Es notoria la ruptura de la 
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mayoria de las paredes celulares y existen abundantes espacios intercelulares. En ocasiones 

pueden observarse pequeños gránulos de almidón. 

Al observar los cortes a la altura media del callo, es más evidente la ruptura de las 

paredes de las células que constituyen la zona central interna del callo, lo cual dará lugar a la 

posterior formación de un espacio interno en el callo. 

Callo de 10 dtas en medio de callogénesis. 

En la zona externa del callo es más notoria la presencia de regiones lobuladas, que antes 

eran zonas de división mitótica, ahora se obsetvan estructuras globulares, con una protodermis 

bien definida y es lo que constituyen los proembriones (:fig.8b); también se observa que la zona 

semejante a un tejido parenquimático es más amplia y las células están dispuestas en forma más 

homogénea. En la zona inmediata que establece el límite con respecto al centro del callo, las 

células están en su totalidad comprimidas lateralmente y en muchas áreas las células han entrado 

a un proceso de lisis que da lugar al rompimiento de las células del centro del callo, lo que marca 

el inicio de la formación del espacio interno del caqo mismo. Las células que limitan con este 

espacio, muy pronto adquieren caracteristicas embriogénicas y dan paso a la formación de un 

callo con más potencial embriogénico. Se puede distinguir algunos tipos de células, en diferentes 

sectores del callo: (i) pequeñas células con denso citoplasma, un prominente núcleo y con 

almidón (células meristemáticas); (ii) grandes células vacuoladas, sin gránulos de almidón; (iii) 

grandes células vacuoladas con gránulos de almidón; (iv) células de regular tamaño, con 

citoplasma denso y nucleolo prominente. Este tipo de células fue observado también en callos de 

15 y 20 días. 



Fig. S : Características hi stológicas de los callos embriogénicos de arroz. En 
A Callo de 5 días con capa externa con células meri stemáticas (cm), capa de 
células parenquimáticas (cp) y capa de céiulasquc limitan (el) con el espacio 
interno. En B callo de 1 O días con numerosas estructuras globulares (eg) en su 
capa externa. 
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Callo de 15 días en medio de callogénesis. 

En la zona periférica del callo se observan muchas estructuras globulares 

proembriogénicas completamente definidas y perfectamente delimitadas por lineas de células 

que se disponen y se comprimen lateralmente, para el crecimiento del embrión y en algunos 

embriones el suspensor es ya evidente. También es notorio el estrecho agrupamiento de 

estructuras embriogénicas, cuyas células del cuerpo globular del embrión se caracterizan por ser 

de forma isodiamétrica, pequeftas, ricas en citoplasma que se evidencia por la coloración naranja 

y su núcleo es grande con nucléolo muy conspícuo. 

Los embriones globulares presentan una capa de células que rodea el cuerpo del embrión 

y por su disposición cotTesponde a células epidénnicas, con núcleos muy grandes. La zona 

central de cada uno de los embriones se asemeja mucho más a los centros quiescentes presentes 

en los ápices de brote o de raíz. 

Inmediatamente después de la capa germinativa constituída de proembriones y 

embriones globulares, puede notarse una gradiente en el tamaño de las células, pues éstas se 
i 

" observan un poco más grandes que las células antes' mencionadas, pero su tamaño aumenta a 

medida que se recorre hacia el interior del callo y este tipo variado de células indican distintas 

etapas de diferenciación. Es importante destacar la presencia de células de tamaño regular con 

acumulaciones de almidón, lo cual se evidencia por la presencia de gránulos de color morado en 

su interior y que se encuentran asociados cerca de la base de los proembriones o de grupos ele 

células embriogénicas (fig.9a). 
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Callo de 20 días en un medio de callogénesis. 

Las estructuras embriogénicas son abundantes en la zona periférica del callo y se obseiva 

muchos embriones globulares, algunos ya con suspensor (Fig. 9b ). También estas estructuras 

están presentes en el interior del callo, es decir revistiendo las zonas internas del callo que dan 

con el espacio interno de éste. Se obseiva la presencia de una zona compuesta de varias capas de 

células que separa ambas regiones embriogénicas, que por su forma probablemente sean 

utilizadas corno zonas de reseiva y de acumulación de productos de la actividad metabólica del 

callo. 

En otras áreas también se obse1va la presencia de elementos xilemáticos primarios 

dispuestos longitudinalmente y en dirección del centro hacia el exterior del callo, muy cerca de 

la base de cada una de las estructuras embriogénicas. L'l presencia de estas estructuras de 

transporte sugiere la realización de un sistema más eficiente de transporte ya que las rutas vía 

pared celular no son suficientes para sati~facer las demandas de transporte de agua y solutos del 

medio de cultivo. 

Callos embriogénicos en medio de regeneración. 

Para completar el desarrollo de los embriones somáticos de forma globular, los callos 

fueron transferidos a un medio de regeneración (Valdez et al. 19%). Después de 10 días se 

puede obsetvar como los embriones globulares cambian a una forma semejante a la de un 



Fig. 9: Características histológicas de callos embriogénicos de arroz. A. Callo de 15 días con gránulos de 
almidón almacenados (s). B. Callo de 20 días con numerosos embriones somáticos (es). 
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corazón (Fig.lOa), en donde se nota la aparición de dos protuberancias de forma más o menos 

lobulada, cuyas células poseen denso citoplasma y núcleo muy evidente. 

Después de 15 días, se evidencian algunos embriones somáticos con estructuras 

semejantes a primordios foliares (fig. l Ob ). Histológicamente estos poseen células que se tiñen 

intensamente y presentan divisiones radiales, que darán origen al procambium, posteriotmente 

estas estructuras forman brotes y luego la raíz., para dar origen a un plántula completa. 

Descripción histológica de callos sometidos al proceso de biobalística. 

Después de realizado el proceso de biobalística sobre los callos de arroz, seis callos de 

los bombardeados con partículas de tugsteno recubiertas con ADN, fueron separados para 

realizar el revelado en X-Gluc (5-bromo-4-chloro-3-indolyl glucoronide, Jeferson 1987) y el 

resto fue mantenido en el medio de inducción callogénica, hasta completar los 25 días. Después 

de 24 horas se observó la presencia de puntos de color azul en la superficie de los callos, los 

cuales fueron numerosos y conspicuos. Esto indica que el plásmido en las micropartículas que 

contenía el promotor que codifica para la enzima .B-glucuronidasa ha penetrado en la célula 
;; 

i" 
vegetal. Sin embargo, como el objetivo fue evaluar el impacto de los disparos sobre el tejido 

callogénico, se hicieron los cortes histológicos de estos callos. Al observarlos con el 

microscopio de luz se puede observar que la expresión de la enzima ocutTe en aquellas zonas 

periféricas de constante crecimiento y de alta actividad meristemática (Fig.11 ), lo que indica que 

los partículas no causan daño aparente al ser disparadas sobre los callos. Similaimente los callos 

que fueron bombardeados solo con las partículas de tungsteno crecieron igualmente bien que el 

contro~ lo que sugiere que la aplicacion del método no causa daño sobre el callo. 



Fig. 10: Callos embriogénicos en medio de regeneración. A. embrión somático en la etapa de corazón. B. 
embrión somático con estructuras semejantes a primordios foliares (pf) y posible procambium (pe). CD 
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Fig. U.: Expresión de la enzima beta-glucoronidasa en estructuras globulares periféricas en 
callos embriogénicos de arroz de cinco días. 
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El resto de callos que fueron mantenidos en el medio de callogénesis siguieron 

creciendo igual que el cultivo control y no presentaron diferencias significativas en la formación 

de callos (F=l.07, P=0.36) al realizar un análisis de varianza de una vía. 

El total de plantas resultantes de los experimentos de regeneración muestra que la 

cantidad total y los porcentajes de regeneración de plantas de los cultivos sometidos al método 

fueron muy similares al del control (Cuadro 27). 

Cuadro 27: Evaluación de la capacidad morfogénica de callos sometidos al método de 
biobalistica para el cultivar de airnz (Oryza sativa L. CR-5272, después de diez 
semanas en medio de regeneración. 

Tratamiento Control Tugsteno Tugsteno + 
ADN 

Total de callos 41 39 45 
No contamin. 

1 

36 39 45 
Con brotes 21 22 27 

Total de brotes 

1 

35 33 37 

1 Brotes por callo 2 1 1 
Total plantas 28 25 30 

Promedio plantas/callo"" 1 1 1 
% callos morf ogénicos • 58 56 60 

•No. plántulas verdes I No. callos con brotesr 
•No. callos con brotes I No. callos no contaminados x 100. 
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DISCUSIÓN 

El estudio histológico sugiere que los callos embriogénicos se originan del tejido 

escutelar del embrión cigótico maduro, cuando el explante es colocado en un medio de 

inducción callogénica. Esto coincide con lo repot1ado por Kott y Kasha (1983), Ozias-Akins y 

Vasil (1983) en embriones inmaduros de trigo; Armstrong y Green (1985), Kamo et al.(1985) 

con embriones inmaduros de maíz; Lu y Vasil (1985) con embriones maduros e inmaduros de 

Pannicum maximum Jacq.; Hartke y Lorz (1989), Koetje et al. (1989); Yin et al (1993), Biswas 

et al(l994) con embriones inmaduros de arroz; Raghavam Ram y Nabors (1985); Jones & Rost 

(1989), Chowdluy et al (1993), Rueb et al.(1994), Valdez et al. (1996) con embriones maduros 

de arroz. 

El uso del término "células predeterminadas a ser embtiogénicas" (Haccius 1978, 

Williams y Maheswaran 1986), implica que hay ciertas células dentro del explante que poseen 

un particular estado metabólico, que los capacita para desdiferenciarse y responder a una serie 

de señales fisiológicas, estimuladas por las condici~:mes del cultivo. Esto explicarla como 

algunas de las células del escutelo se desdiferencian en presencia del 2,4-D, para pemútir la 

formación del callo (Fig. 8b ). 

Cinco días después de la siembra, es notable la iniciación del callo. Histológicamente 

puede observarse una zona de actividad meristemática, la cual dará origen a los futuros 

proembriones y embriones somáticos. Estas caracteristicas coinciden con lo reportado por 

Tisserat y DeMason (1980), Paterson et al. (1981), Williams y Maheswaran (1986), quienes 
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además destacan que estas células del callo son de tamaño pequeño, que poseen un citoplasma 

denso, núcleo conspicuo, las cuales son indicadoras de un estado relativamente bajo de 

especialización. 

A partir de estas observaciones, se podría sugerir que el 2, 4-D ejerce una función 

importante en los procesos de desdiferenciación celular del parénquima escutelar del embrión, 

que estimula los procesos de división y elongación celular. Estas especulaciones concuerdan con 

las de Theologist (1986), Alizadeh y Mantell (1991), quienes proponen que la actividad de las 

auxinas en los órganos y tejidos vegetales en las cuales es sintetizada o aplicada exógenamente, 

estimula los procesos antes mencionados. Además, 1--fichalczuc et al. (1992), destacan que el 

2,4-D, también estimula la acumulación de grandes cantidades de ácido indolacético endógeno, 

el cual parece mantener la proliferación callosa. En fo1ma similar, Mitsuoka et al. (1994), 

resaltan que el 2,4-D es necesario para la formación de callos embriogénicos de arroz. 

Maeda y Radi (1991), destacan que las células del epitelio escutelar del arroz, actúan 

como llll tejido de absorción, principalmente de azúcares y de los reguladores de crecimiento 

vegetales, al aumentar su actividad metabólica. Esto .explicaría cómo estas células del explante 

.~ 

se desdiferencian con mayor facilidad que el resto de células del escutelo lo que les confiriere 

ventaja sobre el resto de células del parénquima escutelar. 

Las c.élula.., que poseen gránulos de almidón en forma abundante, fueron evidentes en 

callos de 15 y 18 días, y presentan características similares a las de las células de tejidos 

vegetales en condiciones naturales; según Constabel et aL(l971), su acumulación puede ser 

importante en el éxito de la embriogénesis y puede ser una característica de las células con 
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capacidad para desdif erenciarse y formar embriones. En esta investigación, pudo observarse 

que muchos de los grupos de células asociados a embriones globulares y en la etapa de corazón, 

son ricos en gránulos de almidón. La acumulación del almidón por estas células, garantiza su 

posterior utilización a medida que este carbohidrato se agota en el medio de cultivo. Todas las 

moléculas de glucosa, liberadas del almidón, como producto de la hidrólisis, servirán para 

proporcionar unidades de carbono que se combinarán con compuestos nitrogenados y de esta 

manera fonnarán los aminoacidos, que tendrán diferentes funciones dw-ante el crecimiento del 

callo. Además, pueden fonnarse polisacáridos, a partir de las moléculas de glucosa hidrolizadas, 

que serán importantes en otras :funciones del embrión en crecimiento (Esau, 1977), o su 

metabolismo proveerá la energía necesaria para los procesos de regeneración (Stamp 1987, 

Williams y Maheswaran 1986). 

El estudio histológico demuestra claramente que los embriones somáticos se originan de 

grupos de células de las capas más e:x.1ernas del callo en crecimiento, lo cual parece ser común 

en otras especies (Jane-Hoy Vasil 1983, Gleddie et al. 1983, Lu y Vasil 1985, Schwendiman et 

al. 1988). 

En callos de veinte días se observa una gran cantidad de proembiones y embriones 

somáticos globulares; sin embargo, cuando los callos son transferidos a medio de regeneración, 

se obseiva una tendencia a disminuir la formación de brotes iniciales y por las obseivaciones 

histológicas realizadas, el crecimiento de los brotes debería ser mayor. Esta limitante en la 

proliferación de brotes se debe a que muchos de los embriones somáticos compiten por recursos 

y probablemente haya un predominio de los embriones más desarrollados, lo cual favorece su 

crecimiento y limita el desarrollo de los otros. Durante esta fase seria importante implementar 
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una buena técnica de fragmentación de callos embriogénicos para hacer más efectivo el 

crecimiento de los embriones somáticos. 

Las observaciones histológicas del crecimiento de los callos de arroz en diferentes 

edades, muestran la existencia de una organización interna del callo. Esta organización con-;iste 

en que a medida que los callos crecen, las capas de células meristemáticas externas dan 

formación a grupos de células embriogénicas y embriones somáticos hacia el exterior. Hacia el 

interior del callo, se forman células parenquimáticas, las cuales van aumentando de tamaño, su 

núcleo se tiñe menos visiblemente y muchas de éstas son muy vacuoladas. En otras es probable 

la acumulación de otros productos del metabolismo del callo como fenoles y materiales 

ergásticos (Esau 1977, Schwendiman et al. 1988). Muchas de éstas células se rompen 

posteri01mente para dar lugar al crecimiento del espacio interno del callo. De esta fo1ma el callo 

crece en superficie y mantiene un aumento gradual de dicho espacio para el intercambio de 

gases de estas zonas, lo que favorece el proceso de la respiración celular. 

Una vez que el callo es transferido al medio de regeneración, los embriones somáticos 

adquieren fonna de corazón, continuan su desarrollp, hasta adquirir una organización bipolar, la 

cual se caracteriza por la aparición de una zona longitudinal en el embrión somático, con células 

de citoplasma denso, poco alargadas. Schiavone y Cooke (1985), se refieren a éstas como zonas 

procambiales iniciales, cuyas células se tiñen intensamente por un aumento en la actividad 

meristemática y tienen funciones importantes para el establecimiento de la polaridad del 

embrión en crecimiento. 
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Callos embriogénicos sometidos al método de biobalística 

Los callos de cinco días sometidos al método de biobalística, crecieron iguahnente bien 

que el cultivo control, por lo que es probable que dicho sistema no cause daño sobre la superficie 

del callo al momento de su aplicación. Christou (1992), Finer et al. (1992), señalan que la 

optimización del sistema de transformación por microproyectiles, no causa daño en las paredes y 

membranas de las células que se desea transformar, pero es importante considerar el tipo de 

tejido tratado, pues de lo contrario se puede causar daño ya sea por el gas helio, por la solución 

que lleva las partículas o por los microproyectiles mismos. Klein et al. (1990) agregan que la 

utilización del método de transfonnación con microproyectiles, pennite la deposición directa de 

ADN dentro de las células, sin afectarlas y que los genes pueden ser introducidos dentro de un 

amplio rango de tejidos inclusive suspensiones celulares, callos o de tejidos aislados 

directamente de la planta. Li et al. (1993), utilizaron el mismo método y tuvieron éxito al tratar 

embriones inmaduros y callos embriogénicos de subespecies de arrozjaponica e indica. 

De manera general, este estudio histológico muestra que los callos embriogénicos tienen 
' 
• 

un origen unicelular, a partir de las células del epitelio escuteiar. Los embriones somáticos se 

originan de grupos de células con núcleo prominente, de tamaño pequeño, citoplasma denso y 

con células adyacentes con abundantes gránulos de almidón en su inte1ior. Estos embriones son 

entidades independientes, cuya polaridad es evidente a partir de su etapa globular. La presencia 

de este tipo de células en estos callos, asegura la proliferación de brotes y el éxito en la 

regeneración final de plantas de arroz. 



93 

Por otra parte, la aplicación de las técnicas histológicas sobre callos sometidos al método 

de Biobalística, sugiere que dicho método no causa daño sobre las células de los callos 

embriogénicos de arroz y hace más valedera su aplicación en los procesos de transformación 

genética del an·oz. 
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CONCLUSIONES 

1-Las principales características que presentan las células embriogénicas son: núcleo grande con 

prominente nucleolo, contenido citoplasmico denso, de tamaño pequeño y con gránulos de 

ahnidón. Estas características sugieren una alta tasa metabólica. 

2-Los callos embriogénicos de arroz muestran una alta organiz.ación en su estructura. Esto es 

comprobado al encontrar diversos tipos de células, lo que sugiere que éstas realizan funciones 

diferentes. 

3- Las principales fases de crecimiento de llll embrión somático de arroz son: fase de 

proembrión, fase globular, etapa de corazón hasta la formación de la planta completa. 

4- Los embriones somáticos de arroz son estructuras independientes, que al final no presentan 

conexión con el resto de tejido del callo que le dió origen . 

. ~ 
5- El método de transformación genética por Biobalística no causa daño en los callos de arroz, 

ya que el crecimiento de éstos fue similar al cultivo control. Ademas, se observó 

histológicamente que los callos sometidos a dicho método de transformación, expresan el gen 

marcador (Gus), en las zonas embriogénicas más externas de los callos de arroz. 



95 

DISCUSIÓN GENERAL 

Esta investigación muestra que es posible la inducción de callos embriogénicos, a partir 

de embriones cigóticos maduros. Estos explantes responden efectivamente en un medio I\1S 

(Murashige y Skoog 1962)suplementado con 2.5 mg/L de 2,4-D. A pesar de que las lineas 

indica han sido consideradas como recalcitrantes en condiciones in vitro, se incrementó la 

regeneración en ténninos de número de plantas formadas. Est.o fue posible por la aplicación de 

aditivos al medio de inducción callogénica, como lo son 9 mM de L-prolina con l. 5 mg/L de 

2,4-D y 90 µM: de L-triptofano en combinación con 1.5 mglL de 2,4-D. Annstrong y Green 

(1985), Chowdhry et al (1993) reportan resultados similares y hacen notar que ambos 

aminoácidos promueven tanto la frecuencia de callogénesis como de la regeneración de plantas. 

También se estudió el efecto de ambos aminoácidos en el medio de callogénesís y se demostró 

que al combinar bajas concentraciones de ambos, aumentan la regeneración de plantas de arroz. 

Tran Than Van (1981), Raghava Ram y Nabors (1985), Adkins et al. (1990), Adkins 

(1992), Tsukuhara e Hirosawa (1992) y Rancé et ql. (1994), destacan que para que las células 

competentes puedan expresar su potencial embriogénico, deben de establecerse las condiciones 

adecuadas. En este sentido, se pueden sugerir las siguientes condiciones, para el cutivo in vitro 

del arroz: i) tratamiento con temperatura de 10 ºCal explante por 10 días, antes de la siembra. 

ii)Tratamiento de deslúdratación de los callos por 24 horas, antes de ser transferidos a un medio 

de regeneración, acompañado de un adecuado fraccionamiento. Este incrementa notablemente la 

regeneración en términos del número total de plantas. iii) La colocación del callo en frascos 
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adecuados, ya que disminuye la acumulación de compuestos que afectan el crecimiento y 

desarrollo de los embriones somáticos. 

El análisis histológico de los callos embriogénicos obtenidos, después de utilizar todas 

las condiciones mencionadas anterionnente, revela la~ caracteristicas que identifican a las 

células embriogénicas y que las distinguen del resto de células del callo. Entre las más 

importantes están: su tamaño pequeño, citoplasma denso, núcleo grande con nucleolo evidente, 

forma isodiamétrica y presentan células adyacentes con abundantes gránulos de almidón. Estas 

características indican que dichas células poseen una alta actividad metabólica, lo que explica de 

forma genera~ la formación de muchos embriones somáticos en los callos de arroz obtenidos en 

esta investigación. 

La aplicación del método de biobalistica, no causa daño aparente en los callos 

embriogénicos tratados con éste. Los callos crecieron similarmente a los no sometidos al método 

de transformación. Las obseivaciones histológicas revelaron que los micropartículas utilizadas, 

penetraron en las zonas globulares embriogénicas de los callos. Con esto se confirma la validez 

del método de transformación por biobalística en callos derivados de embriones cigóticos 

mauros. 

Los resultados obtenidos en esta investigación, indican que algunos de los tratamientos 

utilizados, promueven los procesos de callogénesís e incrementan la regeneración de plantas de 

aIToz., de manera que proveen una alternativa metodológica en los experimentos de 

transformación genética del arroz (Oryza sativa L. cv CR-5272). 
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