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Biologia Tropical.
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INTRODUCCION GENERAL

EL CULTIVO DEL ARROZ.

Los cereales constituyen la fuente mas importante de calorias y proteinas para el hombre.
Mais del 52% de los alimentos son derivados de cereales tales como el trigo, el arroz, el maiz, 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 basico para la mitad de la poblacién mundial. Sus
elementos constitutivos son ¢l agua (10 - 14%), proteinas (5 - 10%), grasa (0.6 - 3%),

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

El arroz es uno de los tres alimentos basicos esenciales en la dieta de los costarricenses,
quienes consumen 45 kg per capita al afio, lo que puede considerarse como un indice elevado
(Colegio de Ingenieros Agrénomos 1993). Con el proposito de contribuir al mejoramiento de las
variedades costarricenses de arroz y hacerlas mas resistentes al Virus de la Hoja Blanca del
Arroz (RHBV) por medio de técnicas de ingenieria genética, se evalu6 la capacidad
morfogénica de nueve variedades (Valdez et al. 199?). Entre estas, 1a variedad CR-5272, mostré
la mayor capacidad para la induccién de callos ylia regeneracion 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 dias después de la siembra, dura a la cosecha entre 110y 115
dias, por lo que es hoy en dia, la variedad comercial més precoz que existe en el mercado, con
un grano de excelente calidad. Su potencial de produccion por hectirea es de 5.5 a 6 toneladas

(CONITTA 1991).



CULTIVO DE TEJIDOS VEGETALES.

La biotecnologia vegetal es ¢l producto de varias disciplinas que hasta hace poco tiempo
se consideraban independientes: la biologia molecular, el cultivo de tejidos vegetales, la

ingenieria genética, la fitopatologia, la fisiologia vegetal, entre otras (Lindsey y Jones 1989).

El cultivo de tejidos vegetales puede ser aplicado en estudios de fisiologia, genética,
bioquimica, fitopatologia, morfologia y en otras ciencias afines, en la bioconversion y
produccion de compuestos utiles, en el incremento de la variabilidad genética, en la obtencion y
propagacion de plantas libres de patogenos, en la conservacion ¢ intercambio de germoplasma,
en la obtencion de mutantes y plantas haploides, y en los estudios de diferenciacion vascular,

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

Consecuentemente, €l cultivo de tejidos vegetales, es una herramienta versatil para el
estudio de problemas basicos y aplicados de la biologia de las plantas; constituye en efecto, el
puente necesario para llevar las manipulaciones genéticas desde ¢l laboratorio hasta el campo

.
¥

(Roca y Mroginski 1991).

El cultivo de tejidos vegetales consiste esencialmente en aislar una porcién de la planta
(o explante) y obtener asi protoplastos, células, tejidos u 6rganos, que se cultivan en condiciones
asépticas en un medio de composicion quimica 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 formacion de tejidos organizados



(organogénesis) hasta la obtencion de embriones somaticos, ya sca directa o indirectamente

(Dallos y Alvarez 1988, Lindsey y Jones, 1989, Litz y Jarret 1991, Mroginski y Roca 1991).

EMBRIOGENESIS SOMATICA.

La iniciacion y el desarrollo de embriones a partir de tejido somatico, fu€ inicialmente
reconocido por Steward en 1958 (citado por Gautheret 1985), en cultivos de suspensiones
celulares de “zanahoria” (Daucus carota). La embriogénesis somitica es el desarrollo de
embriones que no son producte de la fusion de gametos, sino que sc originan a partir de células
somaticas. En este proceso, las células somaticas haploides o diploides, desarrollan plantas
diferenciadas, a través de etapas embriol6gicas caracteristicas (Haccius 1977, Ammirato 1983).
Cada embrion somdtico es una estructura bipolar con un eje radical-apical, que no posee
conexion con el tejido materno (Williams y Maheswaran 1986, Tisserat 1987, Litz y Jarret

1991).

Este fendmeno puede ocurrir a partir del cultivo iz vitro de varios tipos de células, tejidos
y 6rganos. Ocurre también en tejidos reproductivos como las células sinérgidas, de la nuccla,

antipodas y de tejido somatico como células del &eséfilo, del tallo, de margenes folares,

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

La produccion de embriones somaticos puede ocurrir directa o indirectamente. La forma
directa involucra la formacién de un embrion asexual, ya sea a partir de una célula individual, de
un grupo de c€lulas o de una porcion del tejido explante, sin la intervencion de una fase de callo.

El proceso indirecto consiste en la proliferacion de callos para permitir la formacién de los



proembriones. Esto se logra en un medio de cultivo con alta concentracién de auxinas. Estos
callos se transfieren luego a un medio de regeneracion que contiene un balance adecuado de
auxinas y citoquininas, para inducir la formacion de embriones bipolares y la subsecuente

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

La embriogénesis somatica ha sido observada en suficientes especies v familias como
para demostrar que no es un fendmeno restringido a unos pocos taxa. Un nimero considerable
de umbeliferas, como la “zanahoria” (Daucus carota) han producido embriones somaticos. En
solanaceas, las especies de Nicotiana, especialmente N. tabacum han sido un sistema modelo
para estudios de organogénesis y de embriogénesis. En leguminosas de importancia agronomica,
algunas especies han probado ser dificiles de responder a las condiciones en cultivo in vitro,
pero Phaseolus vulgaris y Glcine max han mostrado ser capaces de regenerar (Wallin y
Ericksson 1973, Dubits ef al. 1976, Haccius 1977, Ammirato 1983, Allavena 1984, Hammatt et

al. 1986).

Las monocotiledoneas en general y las gramineas (forrajeras y cereales) en particular,
son mas recalcitrantes que las dicotiledéneas para Fl crecimiento en cultivo iz vitro y para la
regeneracion de plantas, a partir de los embrid;les somaticos. Los callos derivados de
inflorescencias y de anteras jovenes han producido embriones somaticos en especies tales como
Pennisetum americanum, (Botti y Vasil 1984), Panicum maximuwn (Yi-Lu y Vasil 1982),
Saccharum officinarum (Jane Ho y Vasil 1983), Sorgum 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 Bornman

1985). Para la formacion de embriones somaéticos en arroz (Oryza sativa), se han utilizado



inflorescencias inmaduras (Ling et al. 1983, Chen et al 1985), apices de raiz joven (Zimny y
Lorz 1986), embriones maduros (Raghavan Ram y Nabors 1985, Jones y Rost 1989), embriones

inmaduros (Lee ef al 1989) y anteras como explantes ( Zhang y Qifeng 1993).

Cuando se coloca ¢l tejido explante en un medio de cultivo (por ¢jemplo, Murashige y
Skoog (1962) o sus modificaciones), con una alta concentracion de auxina, experimenta una
desdiferenciacion celular para producir una masa desorganizada de células y de agrupaciones
celulares (callos), que al ser transferidos a un medio de regeneracion, 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 de diferentes etapas hasta la formacion de una plantula completa

(Ammirato 1983, Litz y Jarret 1991).

No obstante, aunque ambos procesos, organogénesis y embriogénesis somatica in vitro,
conducen a la neoformacion de plantas, los embriones somaticos son entidades independientes y
similares a los cigoticos. Por esto, la regeneracion de plantas a través de la embriogénesis
somdtica, es ¢l mecanismo idoéneo para experimentos de transformacién genética, perque no se

forman quimeras como en la organogénesis.

La presente tesis estudia el proceso de embriogénesis somatica en arroz (Oryza sativa
L.), del cultivar costarricense CR-5272. El capitulo I muestra el efecto de dos aditivos organicos
(L-prolina y L-triptofano) en la embriogénesis somatica y la regeneracion de plantas. El capitulo
II presenta la influencia de varios factores que promueven la optimizacion de la regeneracion del
arroz y finalmente el capitulo III estudia ¢l proceso de embriogénesis somatica en el cultivar de

arroz CR-5272 por medio de técnicas histologicas. Los resultados de esta investigacion



permitiran hacer mas eficientes los procesos de la induccion morfogénica y de la regeneracion,
asi como también comprender algunos eventos fisioldgicos relacionados con los procesos de

embriogénesis somatica.



CAPITULO1

EFECTO DE L-PROLINA Y L-TRIPTOFANO EN LA EMBRIOGENESIS SOMATICA

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

RESUMEN

Se aplicaron diferentes concentraciones de L-prolina y de L-tsiptofano, cada uno de los
cuales fue combinado con varias concentraciones de 2,4-D, para inducir la formacion de callos

embriogénicos, a partir de embriones cigéticos maduros de arroz.

Los tratamientos con L-prolina y 2,4-D, que permitieron incrementar la regeneracion de
plantas de arroz (15 % mas) fueron: 3 mM /1 mg/LL y 9 mM / 1.5 mg/L respectivamente. El
rendimiento promedio de plantas por callo fue de 5. La mejor concentracion de L-triptofano fue
de 90 WM en combinaciéon con 1 o 1.5 mg/L. de 2,4-D. Estos tratamientos incrementaron la
regeneracion de plantas en un 50 % en relacién con el control, y se obtuvieron hasta 3 plantulas
en promedio por callo. Los resultados de esta invéztigacién indican que cuando se combinan
bajas concentraciones de ambos aminoacidos y de 2,4-D, sc favorece la obtencion de callos y la

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

metabolicas e incrementan la necrosis celular en el cultivo.



INTRODUCCION

El desarrollo de numerosas técnicas en el cultivo in vitro de tejidos vegetales, ha abierto
nuevas posibilidades de investigacion para el mejoramiento de los cereales. Estas metodologias
permiten mantener las células en crecimiento desorganizado, para luego iniciar la morfogénesis

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

En arroz, se han hecho numerosos progresos, en donde la regeneracion de plantas ocurre
ya sea por organogénesis 0 embriogénesis somatica 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 comparacion con las dicotiledoneas y, en
general, las lineas indica presentan un bajo potencial de regeneracion al ser comparadas con las
lineas japonica (Abe y Futsuhara 1984, 1986, citados por Chowdhry ef al 1993). De manera
similar, Biswas et a/. (1994), destacan que el problema de la regeneracion de las plantas de arroz
obtenidas por métodos in vitro, es especialmente severo con las lineas de arroz indica, ya que
son mas recalcitrantes en el cultivo in vitro y que toma mucho tiempo €l establecer la

condiciones apropiadas del cultivo.

Koetje et al. (1989), hacen notar que varios parametros en ¢l cultivo in vitro del arroz,
tales como ¢l genotipo, origen del material explante, medio de cultivo y el tiempo del explante
en el cultivo pueden afectar la embriogénesis somatica y la regeneracion de plantas de arroz,
pero que en particular, los componentes del medio de cultivo afectan el crecimiento del callo y

la eficiencia en la regeneracion de plantas. Ademas, dependiendo del medio basal utilizado, sus



modificaciones afectan tanto la callogénesis como la regeneracion de plantas de maneras muy

diversas.

Por lo tanto, es de mucha importancia el investigar nuevos factores que promuevan
continuamente la regeneracion de plantas y la obtencion de callos morfogénicos. Esto podria

incluir el empleo de varios aditivos organicos, reguladores de crecimiento y aminoacidos.

Generalmente se ha reconocido que 1os aminoacidos pueden promover ¢l crecimiento de
ciertos cultivos, mientras que otros pueden ser inhibidores de muchos procesos metabdlicos en

la célula vegetal (Krikorian 1991).

Con respecto a la adicion de aminoacidos al medio inicial, Armstrong y Green (1985)
realizaron un estudio detallado para el desarrollo de las condiciones 6ptimas para la obtencion de
callos embriogénicos de maiz (Zea mays L.) cultivar A-188, en particular para demostrar la
funcién importante de L-prolina en obtener las respuestas descadas. Igualmente, Kamo ef
al.(1985), al agregar 1.-prolina al medio N6 (Chu et al. 1975), aumentaron la formacién de callos

embriogénicos de maiz, asi como la cantidad de plantas por embridn, en relacion con un medio
14

'3
¥

N6 sin L-prolina.

En arroz, la iniciacion y el crecimiento de los callos embriogénicos, requiere de un solo
medio de cultivo suplementado con acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) y algunas veces con
kinetina, dependiendo del genotipo. El desarrollo de los embriones somaticos se completa hasta
la formacién 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 nimero de plantas obtenidas por explante de arroz (Oryza sativa L. cv. Pusa
169). Por su parte, Siriwardana y Nabors (1983), investigaron el efecto del L-triptofano en la
embriogénesis somatica en arroz. Las variedades utilizadas fucron dos japonica y cinco indica.
Los medios utilizados fueron el LS (Linsmaier y Skoog 1965) suplementado con varias
cantidades de aminoacidos, auxinas (2,4-D o 24,5-T) citokininas (Kinetina o BAP) ¢
inhibidores de auxinas (TIBA), obteniendo al final un incremento en la formacion de callos

embriogénicos y de regeneracion de plantas.

El medio MS (Murashige y Skoog 1962) y el Ng (Chu ef al. 1975) inducen la formacion
de callos. Los generados en un medio MS con 250 uM de L-triptofano parecieron ser mas
embriogénicos que aquellos desarrollados en un medio Ng suplementado con la misma

concentracion de L-triptofano (Koetje ef al. 1989).

Con ¢l fin de desarrollar la metodologia para optimizar la obtencion de callos

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

'3
v

presente investigacidn tuvo como objetivos:

- Determinar la concentracion adecuada de L-prolina, en relacion con la del icido 2.4

diclorofenoxiacético (2,4-D) para mejorar la callogénesis v la morfogénesis in vitro.
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- Determinar la concentracion optima de L-triptofano en relacion con la del 2,4-D, para mejorar

la callogénesis y la regeneracion de plantas.

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

varias concentraciones.

MATERIALES Y METODOS

Material explante

Se utiliz0 como material explante embriones cigdticos maduros de arroz. Las semillas

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

Desinfeccion y siembra del explante

Los granos de arroz fueron descortezados y esterilizados con Domestos TM al 30%
(Hipoclorito de Sodio al 3%) por 35 minutos y con agitacién 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 induccion de callos (Valdez et al. 199%).

Al momento de la siembra, s¢ extrajo ¢l embridn cigético maduro con la ayuda de un
bisturi y de pinzas estériles en un estereoscopio bajo condiciones asépticas. La region escutelar

del embrion se coloco en contacto directo con la superficie del medio.
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Medio de cultivo

El medio de cultivo para induccion de la callogénesis consistio de un MS (Murashige y
Skoog 1962) suplementado con 30 g/L. de sacarosa, 0.1 g/I. de myo-inositol v 3 g/L. 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 puM). Cada uno de los anteriores tratamientos, fue combinado con varias
concentraciones de acido 2,4-diclorofenoxiacético (0.5, 1.0, 1.5, 2.0 v 2.5 mg/L). El pH del
medio fué ajustado a 5.8 antes de ser autoclavado v luego vaciado en placas de Petri (100x15
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 utilizé el mismo medio de induccion callogénica
descrito anteriormente, pero suplementado con 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 v 2.5 mg/L de 2,4-D, sin la

adicion de aminodicidos.

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 sinergistico entre ambos aminoacidos y si se mejoran aiin mas los procesos de induccion
embriogénica y de la posterior regeneracion de plar;tas. Cada repeticion contenia 10 explantes
por lo que para cada tratamiento s¢ 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

°C.
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Subcultivos a medio de regeneracion

Después de 25 dias en el medio de callogénesis, los callos formados fueron transferidos a
un medio de regeneracion que consistio de un MS (Murashige & Skoog 1962) sin 2,4-D pero
suplementado con 0.5 mg/L. Benzilaminopurina (BAP) y 0.05 mg/L. de Acido Naftalenacético
(ANA). Los callos fueron subcultivados cada tres semanas para evaluar su capacidad
morfogénica. Los cultivos fueron mantenidos bajo un fotoperiodo de 12 horas proveidas por

lamparas fluorescentes (2000 lux) y a 27 °C 1.

Las plantulas con una altura de 15 cm fueron transferidas al invernadero y cubiertas con
bolsas plasticas para una aclimataciéon antes de ser expuestas directamente a las condiciones del

invernadero.

Analisis Estadisticos

Para Jos datos obtenidos de la callogénesis sg realizé un andlisis de varianza de una via,
con el fin de determinar la variacién existente ent:e los diferentes tratamientos, asi como la
prueba de Tukey (Mize y Chun 1988), para determinar la diferencias entre los promedios del
nimero de callos resultantes para cada tratamiento. Los datos de regeneracién fueron evaluados
por medio de estadistica descriptiva como la media aritmética y 1a desviacion estindar. Los

porcentajes de regeneracion fueron determinados dividiendo el numero total de callos con brotes

entre el namero total de callos no contaminados.
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RESULTADOS

Efecto de L-prolina en la callogénesis y la regeneracion de plantas.
Los datos de la callogénesis para L-Prolina (3, 6, 9, 12, 15 mM) en combinacion con 2,4-

D (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 mg/L) aparecen en el cuadro 1a.

A los tres dias después de la siembra, el escutelo del embrion comienza a crecer, dando
lugar la formacion del callo. Después de los cinco dias el callo es evidente y su crecimiento
aumenta entre los ocho y doce dias, hasta alcanzar ¢l maximo entre los dicciocho y veinte dias.
En esta ctapa, los callos embriogénicos muestran caracteristicas morfolégicas, como lo son:
coloracion amarillo suave, de estructura compacta, secos y presentan en la superficie numerosas
estructuras globulares. Después de ser transferidos a un medio de regeneracion se desarrollan

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

Para el primer tratamiento que consistié en 0.5 mg/l. de 2,4-Dmés 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 concmt{acién de la L-prolina. Estos porcentajes son
menores al ser comparados con ¢l cultivo control. *

Los resultados finales de regeneracion, en términos de niimero de plantas obtenidas,
presentan los mayores porcentajes de regeneracion a 6 y 12 mM de L-prolina, en especial 9 mM,
en que la regeneracion aument6 tanto en la cantidad de callos morfogénicos, como en el niimero
de plantas, mostrando un incremento del 11% al compararse con ¢l control (Cuadro 2).

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

prolina, hay un aumento en la formacion de callos morfogénicos en la medida en que se
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mcrementa la concentracion del aminoacido, hasta alcanzar un 65 % con 15 mM (Cuadro 1a),
los datos presentados por el cultivo control siguen siendo mayores con respecto a la formacion
de callos.

Los datos de regeneracion muestran que los valores de 3 y de 6 mM presentan los mas
elevados porcentajes de regeneracion (61 y 50 % respectivamente) y tienden a disminuir cuando
la concentracion de L-prolina alcanza los 15 mM. En este fratamiento se lograron obtener hasta

5 plantas en promedio por callo (Cuadro 3).

Cuadro 1a: Numero de callos obtemdos y porcentajes de formacién de callos resultantes de la combinacién de
varias concentraciones de L-prolina con 2, 4-D, en el cultivar de arroz CR-5272.

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

Control 44 7 0.8 73
3 mM/0.5 mg/L (1) 39 6 14 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 13 38
15 mM/0.5 mg/L (5) 25 4 25 42

Control 52 9 0.8 87
3mM/1.0 mg/L (6) 18 3 25 30
6 mM/1.0 mg/L. (7) 2 4 22 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 g 12 88
3mM/1.5mg/L (11) 22 4 1.8 37
6 mM/1.5 mg/L (12) 23 4 13 38
9 mM/1.5 mg/L. (13) 13 2 0.9 22
12 mM/1.5 mg/L (14) 20 3 1.9 33
15 mM/1.5 mg/L (15) 12 . 2 0.9 20

Control 41 ", 7 1.5 68
3mM/2.0 mg/L. (16) 29 5 19 48
6 mM/2.0 mg/L (17) 30 5 2.7 50
SmM/2.0 mg/L. (18) 21 4 22 35
12 mM/2.0 mg/L (19) 20 3 2.3 33
15 mM/2.0 mg/L (20) 4 1 1.0 7

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

Tratamientos Significancia
1,2,10vrs 13, 15,25
20,22,23,24vr1s 4,5,6,7,11,12,14,18, 19 21
3,8,9vrs20,22,23,24
1,2, 10 vrs 20, 22,23, 24
16,17 vis 13, 15,25
16, 17 vrs 20, 22, 23, 24
*valor de significancia con una probabilidad del 0.05

* * % X N

Cuadro 2: Evaluacion de la capacidad morfogénica de los callos provenientes de la combinacién de vanas
concentraciones de L-prolina con 0.5 mg/L 2,4-D, después de diez semanas en medio de regeneracién.

Tratamiento Control 3 mM 6 mM 9mM 12 mM 15 mM
Total de callos 44 39 38 36 23 25
No contamin. 40 39 32 36 23 23
Con brote 19 13 16 21 11 9
Total de brotes 15 3s 19 4] 44 23
Brotes / callo 1 3 1.2 2 4 2.5
Tota] plantas 13 26 12 40 36 15
Promedio plantas/callo & 10 2.0 1.0 20 30 20
% callos morfogénicos 4 47 33 50 58 48 39

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
4 No. callos con brotes / No. total de callos no contarminados x 100.

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

regeneracion.
Tratamento Control 3mM 6 mM 9mM 12mM 15 mM
Total de callos 52 18 ¥ 22 26 33 39
No contamin. 50 18 ¢ 22 26 33 39
Con brote 13 11 11 10 12 4
Total de brotes 26 10 10 12 12 5
Brotes / callo 2 1 1 1 1 13
Total plantas 25 16 20 26 29 21
Promedio plantas/callos 2.0 1 2 3 3 5
% callos morfogénicos 4 46 61 50 39 36 10

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
4 No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x 100.
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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 regeneracion 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 40%. La concentracion de¢ 6 mM representa el mayor porcentaje de regeneracion para
este experimento, con un promedio de 5 plantas por callo, que did origen a un total de 51
plantas, comparado con solo 28 en ¢l cultivo control, lo cual incremento la regeneraciéon en un
30%. Es importante resaltar que en este tratamiento, se cuantificaron hasta 12 plantulas en un
callo. En los otros tratamientos, la capacidad de regeneracion disminuye en la medida en que se

aumenta la concentracion del aminoacido (cuadro 4).

Cuadro 4: Evaluacion 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 regeneracion.

Tratamiento Control 3mM 6 mM 9 mM 12 mM 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 / callo 1 2 ¥ 2 1 1 2
Total plantas 28 16 LY 26 13 2
Promedio plantas/callos 1 3 5 4 1 2
% callos morfogénicos # 47 27 62 46 50 8

4 No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
& No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x 100.

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

mg/L de 2,4-D, muestran que los porcentajes de formacion de callos morfogénicos se obtienen
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en 3 y 9 mM, pero el cultivo control presenté un mayor porcentaje (68%), con lo que puede

notarse una disminucion en la formacion de callos para este tratamiento (Cuadro 1a).

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

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

Cuadro 5: Evaluacién 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 regeneracién.

Tratamiento Control 3mM 6 mM 9mM 12 mM 15mM
Total de callos 4] 29 30 21 20 19
No contamin. 36 29 30 18 17 19
Con brote 21 7 9 8 9 6
Total de brotes 35 21 57 34 51 37
Brotes / callo 2 3 6 4 6 6
Total plantas 38 9 8 11 8 5
Promedio plantas/callo % 2 ! 1 2 1 1
% callos morfogénicos # 58 24 30 44 53 32

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
# No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x 100.

La callogénesis disminuye cuando se utiliza 2.5 mg/I. de 2,4-D y con 3 mM de L-prolina
resulté en un 52%, pero al aumentar la concentracion del aminoacido, los porcentajes
disminuyeron hasta un valor de 7 %. Al evaluar los datos de regeneracion de este experimento
no se obtuvieron plantas, lo que sugiere que altas co%centraciones de L-prolina, combinadas con
altas concentraciones de 2,4-D generan algin efecto de toxicidad pues la mayoria de callos se

necrosaron, después de 15 dias en el medio de regeneracion.

Al aplicar un analisis de varianza a todos los datos obtenidos en los tratamientos, este
presenté diferencias altamente significativas (F= 5.4, P= 0.0), 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 variacion en la cantidad de callos obtenidos para cada tratamiento. Al realizar una
comparacion de medias (Tukey, o« = 0.05), se observan 6 grupos de tratamientos con promedios

significativamente diferentes (Cuadro 1b).

Un andlisis de varianza de dos vias 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
interaccion, pero ésta ultima resulto 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 regeneracion.
Al incrementar gradualmente las concentraciones d¢ ambos, disminuyen los promedios de
callogénesis, hasta verse inhibida la formacion de callos y subsecuente regeneracion de plantas

(Fig. 2).

Concentraciones
de 2,4-D

B#0.5mgi
B1mg/l
m1.5mgni
O2mg/L
02.5mgi

Numero de callos por placa.

L-proiina (miV)

Fig.2: Efecto de la interaccion de varias concentraciones
de L-prolina con ¢l 2,4-D, sobre la callogénesis del
cultivar de arroz Oryza sativa L. CR-5272.
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Estos resultados indican que las mejores concentraciones de L-prolina son 6 y 9 mM que
s¢ pueden combinar con 0.5 a 1.5 mg/L de 2,4-D para la obtencion de callos embriogénicos, en
particular 6 mM de L-prolina con 1.5 mg/L. de 2,4-D, la cual incrementd la regeneracion, en

términos del nimero total de plantas.

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

Después de 5 dias de realizada la siembra en el medio de callogénesis, se observé una
proliferacion de células en la region escutelar del embrion cigdtico. Luego de 8-10 dias sc
observo un rapido crecimiento del callo, ¢l cual es muy notable a los veinte o veinticinco dias.
En esta etapa, los callos muestran las siguientes caracteristicas morfologicas: muchas estructuras
globulares en la superficie, apariencia nodular, estructura compacta, coloracion amarilla.

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

Para tratar de aumentar el crecimiento de los callos y la subsecuente regeneracion 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 uM), en el medip MS de callogénesis (Cuadro 6a).

Para el primer tratamiento que consistid en la combinacién de 0.5 mg/LL 2,4-D con 20,
40, 90, 100, 240 y 280 puM de L-triptofano, los mayores porcentajes de callogénesis se
obtuvieron con 20 y 40 uM. El cultivo control presentd una tendencia muy similar. Sin embargo,
con concentraciones superiores a 90 uM, la callogénesis disminuye y se nota un aumento en la

cantidad de callos con raiz de tal forma que a concentraciones de 280 pM no se obtuvo






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

embrion cigotico maduro, durante la induccidon de callos.

Luego de tres dias de transferidos a un medio de regeneracion, los callos mostraron una
coloracion verde, a los cinco y seis dias aparecieron los primeros puntos verdes en la periferia de
los callos y varios de éstos, desarrollaron pequefios brotes verdes a los dieciocho y veinte dias.
Otros callos del mismo tratamiento se necrosaron y muchos formaron raices. Los datos de

regeneracion para este tratamiento aparecen en el cuadro 7.

Si bien los mejores porcentajes de callogénesis se presentan en 20 y 40 uM, los mas altos

valores de regeneracion se presentan en 90 pM. En concentraciones superiores, la regeneracion

baja notablemente, sin la subsecuente formacién de plantas.

Cuadro 6a: Nimero 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.

Tratarmiento (friptofano/2,4-D) ~ N° total callos X callos/placa+ D. E.. % callogénesis
Control 44 7 08 73
20 puM/0.5mg/L (1) 42 7 1.3 70
40 pM/0.5 mg/L (2) 45 8 1.1 75
90 pM/0.5 mg/L (3) 19 3 2.6 32
100 uM/0.5 mg/L (4) 17 3 0.7 28
240 uM/0.5 mg/L (5) 0 Y0 0 0
280 uM/0.5 mg/L (6) 0 0 0 0
Control 52 9 0.8 87
20 uM/1.0 mg/L (7) 40 7 18 67
40 pM/1.0 mg/L (8) 54 9 1.6 90
90 pM/1.0 mg/L (9) 28 5 2.4 47
100 uM/1.0 mg/L (10) 24 4 1.7 40
240 uM/1.0 mg/L (11) 1 1 0.4 2
280 uM/1.0mg/L (12) 0 0 0 0
Control 53 9 1.1 88
20 pM/1.5 mg/LL (13) 53 8 0.7 88
40 pM/1.5 mg/L (14) 52 9 1.4 7
90 uM/1.5mg/L (15) 20 3 35 33
100 pM/1.5 mg/L (16) 25 4 04 42
240 uM/1.5 mg/L (17) ! 1 0.4 2




Continuaciéon de Cuadro 6a

280 pM/1.5 mg/L (18) 0 0 0 0

Control 1] 7 1.5 68
20 uM/2.0 mg/L (19) 48 8 1.7 80
40 pM/2.0 mg/L (20) 50 8 1.0 83
90 uM/2.0 mg/L. (21) 33 6 2.8 55
100 uM/2.0 mg/L (22) 30 5 1.7 50
240 uM/2.0 mg/L (23) 2 1 0.5 3
280 pM/2.0 mg/L (24) 0 0 0 0

Control 54 9 0.6 90
20 pM/2.5 mg/LL (25) 43 8 1.5 &3
40 uM/2.5 mg/L, (26) 41 8 1.0 83
90 uM/2.5 mg/L. 27) 23 5 2.7 45
100 uM/2.5 mg/L (28) 15 3 1.9 25
240 uM/2.5 mg/L (29) 0 0 0 0
280 uM/2.5 mg/L (30) 0 0 0 0

Cuadro 6b: Prueba de Tukey (o= 0.05) para la comparacion de medias de callos obtenidos, luego de combinar

varias concentraciones de L-triptofano y 2,4-D.

Tratamientos Significancia
8,13 vrs 9, 10, 15, 16, 21, 22, 27 *
8,13vrs 3,4,28 *
8 13vrs11,17,23,30 *
8, 13vis5,6,12,18,24,29 ok

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 vis 5,6,12,18,24,29 "ok
1,2,7,19,21,22 vrs 11,17,23,30 »
1,2,7,19,21,22 vis 5,6,12,18,24,29 Wk
5,6,12,18,24.29 vrs 9,10,15,16,22,27 X

Cuadro 7: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacion de varias
concentraciones de L-triptofano con 0.5 mg/L de 2,4-D, después de diez semanas en medio de

Tegeneracion. »

Tratamiento Control 20uM 40uM 90uM 100puM 240uM  280uM

Total de callos 44 42 45 19 17 0 0

No contamin. 40 40 44 19 16 0 0

Con brote 8 16 16 17 4 0 0

Total de brotes 12 26 28 29 10 0 0

Brotes / callo 2 2 2 2 3 0 0

Total plantas 13 15 22 22 5 0 0

Promedio plantas/callo & 2 1 1 1 i 0 0

% callos morfogénicosa 20 40 36 89 25 0 0

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
# No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x 100.



En el segundo tratamiento, donde se incremento la concentracion de 2,4-D a 1 mg/L, con

las migmas concentraciones de L-triptofano, los mejores resultados de formacion de callos se

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

concentracion de L-triptofano. El control presentd porcentajes de callogénesis similares al

tratamiento con 40 pM, pero mostré una mayor cantidad de callos con raiz

La concentracién 90 puM genera pocos callos, pero con una mejor capacidad de

regeneracion puesto que se logré obtener la mayor cantidad de plantulas, con un 100 % de callos

morfogénicos (cuadro 8).

Cuadro 8: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacién de varias
concentraciones de L-triptofano con 1 mg/L, de 2,4-D, luego de diez semanas en medio de regeneracion.

Tratamiento Control 20uM 40uM SouM oopM  240uM 280uM
Total de callos 52 40 54 28 24 1 0
No contamin. 36 40 54 28 34 0 0
Con brotes 16 8 33 28 12 0 0
Total de brotes 26 18 50 51 10 0 0
Brotes/callo 2 2 2 2 1 0 0
Total plantas 25 12 37 41 9 0 0
Promedio Plantas/callo & 2 2 1 2 1 0 0
% callos morfogénicos # 44 20 61 100 50 0 0

L

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes. .
4 No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x 100.

Con una concentracién de 1.5 mg/L de 2,4-D ¢ iguales concentraciones de L-triptofano,

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

observaron con ¢l tratamiento control. Para las concentraciones de 90y 100 pM los porcentajes

de cailogénesis disminuyen hasta la no formacion de callos a concentraciones de 240y 280 uM

de L-triptofano.




Se¢ obtuvo un 100% de callos morfogénicos en los experimentos de regeneracion con una
concentraciéon de 90 pM de triptofano y 1.5 mg/L de 2,4-D. El niimero de plantulas fue mayor
que el cultivo control y que ¢l resto de tratamientos (Cuadro 9). La regeneracion disminuyo

notablemente despuds de los 100 uM de triptofano.

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

24

regeneracion.

Tratamiento Control 20uM 40uM 90uM 100uM  240uM  280puM

Total de callos 53 53 52 20 25 1 0

No contamin. 49 53 52 20 20 0 0

Callos con brotes 23 8 27 20 7 0 0

Total de brotes 30 17 62 44 13 0 0

Brotes/callo 1 2 2 2 1 0 0

Total plantas 28 17 33 33 6 0 0

Promedio plantas/callo & 1 1 1 2 1 0 0

% callos morfogénicos # 47 15 52 100 35 0 0

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
# No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x 100.

Los valores de 20 y 40 uM de L-triptofano en combinacion con 2 mg/L de 2,4-D,
favorecen la formacién de callos, lo cual incremento en un 20 % en relacién con el cultivo
control. Concentraciones superiores a los 100 pM derL-triptofano, disminuyen la formacién de

callos y causan una degeneraciéon del matenial inicial, probablementc debido a que dichas

concentraciones resultan ser toxicas para cl explante.

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

regeneiacion son mas altos en el cultivo control que en el resto de tratamientos, pero el mejor




resultado con L~triptofano se observa con 90 WM sin embargo, con valores superiores a 100 pM

la regeneracion disminuye.

Cuadro 10: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacién de varias
concentraciones de L-triptofano con 2 mg/l, de 2,4-D, luego de diez semanas en medio de regeneracion

Tratamiento Control 20uM 40uM  90uM 100uM 240uM 280uM
Total de callos 41 48 50 33 30 0 0
No contamin. 36 48 50 28 30 0 0
Con brotes 21 10 14 14 10 0 0
Total de brotes 35 26 30 31 13 0 0
Brotes por callo 2 1 2 2 2 0 0
Total plantas 38 11 15 20 13 0 0
Promedio plantas/callo % 1 1 1 1 1 0 0
% callos morfogénicos 4 58 21 28 50 33 0 0

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
& No. callos con brotes / No. callos no contamminados x 100.

Al incrementar 1a concentracion de 2,4-D hasta 2.5 mg/L, los porcentajes de callogénesis
resultaron ser menores que el cultivo control (Cuadro 5a). Es notable que altas concentraciones
de esta auxina y de L-triptofano ocasionan algiin efecto toxico en la formacion de callos, pues el
control presenta mejores resultados que todos l‘(zs tratamientos correspondientes a este

b

experimento.

El cuadro 11 muestra que la cantidad de plantas regeneradas en estos tratamientos es mas
baja que el control. Concentraciones superiores a los 100 uM de L-triptofano inhiben la

formacion de plantas.
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Cuadro 11: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacion
de varias concentraciones de L-triptofano con 2.5 mg/L de 2,4-D, luego de diez
semanas en medio de regeneracion.

Tratamiento Control 20 uyM  40uM  90uM 100uM 240uM 280uM
Total callos 54 50 50 27 15 1 0
No contamin. 50 50 50 27 15 0 0
Con brotes 22 25 18 12 5 0 0
Total de brotes 21 35 20 15 7 0 0
Brotes/callo 1 1 1 1 1 0 0
Total plantas 20 8 12 8 5 0 0
Promedio plantas /callo & 1 1 1 i 1 0 0
% callos morfogénicos 4 44 50 36 44 33 0 0

4 No. plantulas verdes / No. callos con brotes.

a No. callos con brotes / No. callos no contaminados x 100.

La prueba de analisis de varianza 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 formacion 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 ¢l explante di6 lugar a la
formacién de estructuras foliares parecidas a brotes y con abundantes raices. Al realizar una
prueba de comparacién de medias (Tukey «=0.05), se observaron 7 grupos de tratamientos con

¥

promedios significativamente diferentes. ¢

Al efectuar un analisis de varianza de dos vias para los promedios de callos, se observa
que el efecto del L-triptofano fue altamente significativo (F= 38.2, P=0.0) ¢ igualmente con 2 4-
D se obtuvieron diferencias altamente significativas (F= 55.1, P=0.0) para la formacion de los

callos. La interaccién entre el aminoacido y el 2,4-D fue altamente significativo (F= -42.9,
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P=0.0), mostrando una inhibicion en la formacion de callos y en la regeneracion de plantas, al

incrementarse la concentracion de ambos (Figura 4).

20.5 mg/l
1 my/i
1.5 mgh
022 my/l
02.5 my/l

Numera de callos por placa

90 280
L-triptofano (MM)

Fig 4: Interaccion entre tratamientos con varias concentraciones de L-triptofano con
2,4-D, en relacion al nimero promedio de callos.
Estos resultados ponen en evidencia que la mejor concentracion de L-triptofano fue 90
1M en combinacion con 1 o 1.5 mg/L de 2,4-D. Estas concentraciones inducen efectivamente la
formacion de callos embriogénicos ¢ incrementan la regeneracion en términos del niimero total

¥

de plantas obtemdas. *

Efecto combinado de L-prolina y L-triptofano en Ia induccion de callos y en la

regeneracion de plantas.

Para determinar los mejores resultados de callogénesis y de regeneracion de plantas,

obtenidos en los experimentos anteriores con cada uno de los aminoacidos estudiados, se realizé
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una prucba de comparacion de medias. Esto con ¢l fin de utilizar las mejores concentraciones en
el estudio del efecto combinado de ambos aminoacidos. Luego de esta prueba, las mejores

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

En el primer 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 si (Cuadro 12). Al realizar un analisis de varianza de
una via sobre 1a cantidad de callos obtenidos en cada tratamiento, no s¢ encontraron diferencias
significativas (F= 1.29, P=0.25), lo cual fue comprobado al realizar la prueba de comparacion de
medias (Tukey, «=0.05). No obstante, un analisis de varianza de doble via, muestra que los
efectos principales tanto de prolina (F=1.45, P>0.05) como de triptofano (F=1.52, P>0.05) y de
su interaccion (F=1.11, P>-0.05) no son significativos, lo que sugiere que tanto el L-triptofano
como el L-prolina, en forma independiente, influyen sobre la formacion de callos y que su
interaccion a diferentes niveles junto con 0.5 mg/L 2,4-D, no afectan la callogénesis.

Cuadro 12; Numero de callos obtenidos y porcentajes de callogénesis resultantes de la
combinacion de varias concentraciones de L-prolina, de L-triptofano con 0.5 mg/L. de

2,4-D.
Tratamiento (Prolina + triptofano + 2,4-D)  N° total de callos X callos/placa+ D.E. %
v callogénesis
3mM + 20 pM + 0.5 mg/L 54 9.0 1.2 90
6 mM + 20 uM + 0.5 mg/L. 48 8.0 1.2 80
9mM + 20 uM + 0.5 mg/L 50 83 1.2 83
3mM + 40 uM + 0.5 mg/L 35 58 34 58
6 mM + 40 pM + 0.5 mg/L 52 86 1.1 87
9 mM + 40 uM + 0.5 mg/L, 50 83 1.2. 83
3mM + 90 puM + 0.5 mg/L 43 7.2 36 72
6 mM + 90 uM + 0.5mg/L 47 7.8 13 78
9 mM + 90 uM + 0.5 mg/L 51 85 1.2 85
3mM+ 100 pM + 0.5 mg/L 40 67 35 66
6 mM + 100 uM + 0.5 mg/L 37 62 31 62
9mM + 100 uM + 0.5 mg/L 38 6.3 1.7 63
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Los datos de regeneracion abtenidos muestran que los mejores resultados se obtuvieron

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

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

Cuadro 13: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacion
de varias concentraciones de L-prolina, L-triptofano con 0.5 mg/L de 2,4-D, después de

diez semanas en medio de regeneracion.

* 3/20 6/20 9720 3/40 6/40  9/40 3/90 6/90 9/90  3/100 6/100  9/100

Total callos 39 48 51 33 52 50 42 44 50 44 40 40

No contam. 33 48 51 33 52 50 39 44 50 44 36 40
Con brotes 5 2 13 8 14 16 20 16 6 17 13 4
Total brotes 9 3 17 21 24 27 35 18 9 36 21 6
Brotes/callo 2 2 13 3 2 2 2 1 2 2 2 2
Total plantas 8 2 13 15 19 20 38 25 8 21 9 3
Plantas/callo 1 1 1 2 | 1 2 2 1 1 1 1

Ycallos morf. 27 4 25 24 27 32 52 36 12 39 36 10

* En la fraccién que aparece en la primera fila del cuadro, el numerador indica la concentracién de L-prolina

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

El segundo tratamiento consistio en combinar las mismas concentraciones de ambos

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

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

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

(Cuadro 14).

¥

*
v

Cuadro 14: Numero de callos obtenidos y porcentajes de callogénesis resultantes de la

combinacién de varias concentraciones de L-prolina, de L-triptofano con 1 mg/L de 2,4-

D, en el cultivar de arroz (Oryza sativa L. CR-5272).

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

3mM +20 uM + 1 mg/L (1) 12 2 27 20

6 mM + 20 pM + 1 mg/L (2) 35 6 1.4 58

9mM + 20 uM + 1 mg/L (3) 24 4 2.0 40

3mM +40 uM + 1 mg/L (4) 40 7 1.4 66

6 mM + 40 uM + 1 mg/L (5) 16 3 22 26
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9mM + 40 uM + 1 mg/L (6) 29 5 1.7 48
3mM +9 uM + 1 mg/L (7) 17 3 0.7 28
6 mM + 90 uM + 1 mg/L (8) 22 4 1.9 37
9mM + 90 pM + 1 mg/L (9) 20 3 16 33
3mM + 100 uM + 1 mg/L (10) 25 4 2.1 42
6mM + 100 UM+ 1 mg/L(11) 39 7 1.8 65
9mM + 100 pM + 1 mg/L (12) 27 5 2.6 45

Los mimeros entre paréntesis identifican el orden de cada uno de los tratamientos, para realizar la prucba de
comparacion de medias.

La prueba de analisis de varianza para los datos de callogénesis, muestra diferencias
significativas (F= 3.05, P= 0.0027) y al realizar la prueba de comparacion de medias (Tukey,

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

El analisis de varianza de dos vias no detectd diferencias significativas (P>0.05) en el
efecto de cada uno de los aminoacidos. Esto sugicre que en este experimento, la formacién de
callos no es directamente influenciada por la presencia de ambos factores y mas bien el

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

¥
¥

Los datos de regeneracidn sc presentan en el cuadro 15. Se observa que estos son
variables, por lo que debe existir algin factor externo que esté influyendo sobre estos resultados.
No obstante, se obtuvo un 100 % de regeneracion con 3 mM de L-prolina y 20 uM de L-

triptofano, para este experimento.
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Cuadro 15: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacion
de varias concentraciones de L-prolina I -triptofano con 1 mg/L de 2,4-D, después de
dicz semanas en un medio de regeneracion.

* 3/20 6/20 9/20 3/40 /40 9/40 3/90 6/90 9/90 3/100 6/100 9/100

Total callos 18 25 17 29 14 22 4 18 8 17 38 20
No contam. 18 25 17 29 14 22 4 18 8 17 38 20
Con brotes 18 17 3 10 10 16 2 7 S 6 16 9

Total brotes 21 24 7 13 17 20 10 28 13 20 27 35
Brotes/callo 1 2 2 1 2 1 5 4 3 3 2 5

Total plantas 16 22 7 7 13 13 10 20 10 13 21 16
Plantas/callo 1 1 2 1 1 1 5 3 2 2 1 4

% callos morf. 100 68 18 34 71 73 50 39 62 35 42 44

* En la fraccién que aparece en la primera fila del cuadro, el numerados indica la concentracién de L-prolina
(mM) y el denominador la del L-triptofano (uM).

El cuadro 16 muestra ¢l niumero de callos obtenidos en el tercer tratamiento (diferentes
concentraciones L-prolina y de L-triptofano con 2 mg/L de 2,4-D). Los mejores porcentajes de
callogénesis para este experimento, se obtuvieron al combinar 6 mM de L-prolina con 20 pM de

L-triptofano, asi como con 3 mM de L-prolina y 40 uM de L-triptofano.

Al realizar un andlisis de varianza de una via, 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 aminoécidgs en las concentraciones ya sefialadas, en
combinacion con 2 mg/LL de 2,4-D, probablemente influye en los eventos de desdiferenciacion
celular en el tejido escutelar del explante, afectando la formacion inicial del callo. La prueba de
comparacion de medias (Tukey, oc=0.05) muestra dos grupos de tratamientos con promedios
significativamente diferentes (Tratamientos 2 v 12, 4 y 12). El analisis de varianza de dos vias,

detecto 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 significancia en la interaccion de
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ambos aminodcidos, siendo de tipo negativa, lo cual sugiere que ambos afectan la formacién de
callos en presencia de la concentracion de 2,4-D antes mencionada. Esto puede comprobarse al
observar los resultados, en donde los porcentajes de formacion de callos se reducen al

incrementar la concentracion de ambos aminoacidos.

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

Tratamiento (Prolina + triptofano + 2,4-D) Nototalde X callos/placat D.E. %
callos callogénesis
3ImM+ 20 pM + 2 mg/L (1) 18 3 28 30
6 mM +20 pM + 2 mg/L (2) 21 3 14 35
9mM + 20 uM + 2 mg/L (3) 16 3 2.0 27
3mM + 40 uM + 2 mg/L (4) 21 3 1.4 35
6 mM + 40 uM + 2 mg/L (5) 19 3 22 £y)
9 mM + 40 uM + 2 mg/L (6) 12 2 1.7 20
3mM + 90 pM + 2 mg/L (7) 13 2 0.7 vy
6 mM + 90 uM + 2 mg/L (8) 8 1 1.9 13
9 mM + 90 uM + 2 mg/L (9) 11 2 1.6 18
3mM + 100 uM + 2 mg/L (10) 16 3 42 27
6 mM + 100 uM + 2 mg/L (11) 1 2 18 18
9mM + 100 uM + 2 mg/L (12) 0 0 2.6 0

Los niumeros entre paréntesis, identifican el orden de cada uno de los tratamientos, para la prueba de comparacién de
medias. '

»
v

Los porcentajes de regeneracion muestran respuestas muy variables que sugieren la
accion de algln factor externo que esté influyendo sobre los resultados obtenidos. Sin embargo,
para cstc experimento pucde observarse (cuadro 17) como disminuye la cantidad de plantas
resultantes para cada tratamiento y como las altas concentraciones de L-prolina y de L-triptofano

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

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

Cuadro 17: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacién
de varias concentraciones de L-prolina, L-triptofano con 2 mg/L de 2,4-D, después de
diez semanas en medio de regeneracion.

* 3/20  6/20 9/20 3/40 6/40 9/40 3/90 6/90 9/90 3/10 6/100 9/100
0
Total callos 16 21 14 20 15 9 13 16 20 24 15 v
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 1.4 1 1.4 2 2 2 2 4 2.3 2
Total plantas 7 10 0 6 8 4 6 7 26 16 8
Plantas/callo 1 1 0 1 1 1 2 2 3 2 2
% callos morf. 37 33 0 31 47 33 31 25 40 46 27

* En las fracciones que aparecen en la primera fila del cuadro, el numerador indica la concentracién de L-prolina
{mM) vy el denominador de L-triptofano (uM).
v Para este tratamiento no hubo regeneracion de plantas.

Al utilizar 2.5 mg/L de 2,4-D, en los medios de cultivo con las concentraciones de L-
prolina y L-triptofano antes mencionadas, 1os mayores porcentajes de callogénesis se obtuvieron
con 3mM de L-Prolina mas 100 uM de L-triptofano. En los otros tratamientos se produjr-;:ron
porcentajes de formacion de callos entre 25 y 37%2.(1uadr0 18). Concentraciones mas altas de

ambos aminoacidos reducen la formacion de callos y aumentan 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 aminoacidos en el medio de
cultivo afecta la callogénesis. La prueba de comparacién de medias (Tukey, o«c=0.05) muestra 4

grupos de tratamientos con promedios significativamente diferentes (Tratamientos 9y 10; 6 y
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i0; 10 y 11; 10 y 12). El analisis de varianza de dos vias, muestra como ¢l efecto de L-prolina
resulto ser significativo (F=6.12, P<0.05) no asi el L-triptofano (F=1.07, P>0.05), que
probablemente sea el factor que esté generando una disminucion en la formacion de callos. La
interaccion resultante de ambos aminoacidos fue significativa (F=6.07, P<0.05), lo que sugiere

que la relacion existente entre ambos aminoacidos con 2.5 mg/L de 2,4-D no es favorable.

Cuadro 18: Nimero de callos obtenidos y porcentajes de callogénesis resultantes de la
combinacion de varias concentraciones de L-prolina, de L-triptofano con 2.5 mg/L. de
2,4-D, en el cultivar de arroz (Oryza sativa L.CR-5272).

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

3mM +20 uM + 2.5 mg/L (1) 37 6 1.6 62
6 mM + 20 uM + 2.5 mg/L (2) 34 6 12 57
9 mM +20 pM + 2.5 mg/L (3) 30 5 2.8 50
3mM +40 uM + 2.5 mg/L (4) 29 5 23 48
6 mM + 40 pM + 2.5 mg/L (5) 35 6 1.0 58
9 mM + 40 M + 2.5 mg/L (6) 24 4 2.5 40
3mM+ 90 uM + 2.5 mg/L (7) 35 6 0.7 58
6 mM + 90 uM + 2.5 mg/L (8) 31 5 0.7 52
9mM + 90 uM + 2.5 mg/L (9) 27 5 22 45
3mM + 100 uM + 2.5mg/L (10) 48 8 1.2 80
6 mM + 100 pM + 2.5 mg/L (11) 16 319 27
9mM+ 100 uM + 2.5 mg/L. (12) 0 0 0.0 0

)

Los mimeros entre paréntesis, identifican el orden de cada wno de los tratamientos, para realizar la prueba de
comparacion de medias.

Las concentraciones de 3 mM de L-prolina con 20 y 40 uM de L-triptofano, produjeron
los mayores porcentajes de regeneracion (Cuadro 19). Aun cuando la regeneracion alcanzé un
valor cercano a los 60 %, se obtuvicron algunas plantas albinas en 2 tratamientos. Al

incrementar 1as concentraciones de ambos aminoacidos se inhibid casi en su totalidad la



regeneracion, observandose solo formacion de raices y muchos callos se necrosaron a los diez

dias de realizado el subcultivo al medio de regeneracién.

Cuadro 19: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos provenientes de la combinacién
de varias concentraciones de L-prolina, L-triptofano con 2.5 mg/L de 2,4-D, después de
diez semanas en medio de regeneracion.

* 3/20 6/20 9720 3/40 6/40 9/40 3/90 6/90 9/90 3/100 6/100 9/100
Total callos 37 29 30 29 35 24 35 31 27 & - *
No contarmn. 36 29 30 29 35 24 35 31 27
Con brotes 21 13 7 14 15 0 3 4 5
Total brotes 40 18 16 52 31 0 2 7 12
Brotes/callo 2 1 2 4 2 0 1 2 2
Albinos 0 0 0 0 2 3 4] 0 0
Total plantas 40 16 16 2 31 0 2 7 12
Plantas/callo 2 1 2 4 2 0 1 2 2
% callos morf, 58 45 23 48 43 0 6 13 44

* En la primera fila que aparece con fracciones, el numerador indica la concentracion de L-prolina (mM) y el
denominador L-triptefanc (uM).

& En estos tratamientos no hubo formacién de callos ni regeneracion.
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DISCUSION

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

El éxito en el establecimiento de un cultivo embriogénico depende de la seleccion del
explante inicial, de su etapa de desarrollo y de su condicion fisiologica. Para esta investigacion, la
utilizacién de embriones cigdticos maduros proporciond buenos resultados como explante inicial,
pues tanto los cultivos sometidos a tratamientos asi como los controles, presentaron valores
adecuados en la formacion 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), Chowdhry et al.
(1993), Mitsuoka et al(1994), Valdez et al (1996). Ademas, pudo observarse como los callos
embriogénicos se originan en el escutelo del embrion. Esto probablemente se debe a la accion de
los reguladores de crecimiento endogenos que se liberan al exponer el explante al medio de

cultivo, actuando sinergisticamente con ¢l 2,4-D, como lo sefialan Jones y Rost (1989).

Chowdhry et al. (1993) informan que un incremento en L-prolina de 3 a 12 mM junto con
10 mM de 2,4-D aumenta los porcentajes de rcgcnq_racién de los cultivos somaticos de arroz y
que la respuesta declind alrededor de los 15 mM. En la presente investigacion se obtuvieron
resultados similares con uno de los tratamientos, en que al combinar las diferentes
concentraciones de L-prolina con 0.5, 1, 1.5 y 2 mg/L, se tuvo regeneracion en todos, pero los
mejores resultados se obtuvieron combinando concentraciones de 6 y 9 mM L-prolinacon 1y 1.5

mg/L de 2,4-D.
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El L-prolina promueve la embriogénesis en cultivo de tejidos somaticos de maiz (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 maiz en combinacion con 1 mg/L de 2,4-D para la induccién de embriones somaticos
a partir del escutelo de embriones inmaduros (Kamo ez al. 1985, McCain y Hodges 1986). Yin
Yanhai ef al(1993) v Comejo et al(1995) también han observado el efecto promotor de la
prolina en la induccion embriogénica de suspensiones celulares de arroz; sin embargo, dichos
investigadores hacen notar que el papel del L-prolina en la embriogénesis somatica no es del todo
claro. Los resultados obtenidos en nuestra investigacion difieren con los obtenidos por otros
autores. Esto puede deberse a que se utilizaron distintos medios de cultivo y también a las

diferencias en los genotipos estudiados.

Los resultados obtenidos en los diferentes tratamientos con L-prolina junto con ¢l 2,4-D,
sugieren que los mayores porcentajes de callogénesis y de regeneracion, se deben al efecto del L-
prolina como fuente de nitrogeno en combinacién con el nitrato de amonio presente en el medio
MS. Es probable que estos dos compuestos sean la fuente de energia y del poder reductor
necesario para ¢l metabolismo de la sacarosa, que es convertida en glucosa, aportando las
estructuras de carbono para producir compuestos 3rgénicos nitrogenados. De ofro modo, se
acumularian grandes cantidades toxicas en forma de amoniaco (Salisburry y Ross 1994). Asi, la

acumulacion de nitrato podria sobrecargar las reservas de carbohidratos presentes en el medio de

cultivo, dando como resultado necrosis celular.

El amoniaco es toxico para la célula vegetal, asi como la presencia de moderadas a altas

concentraciones de L-prolina. Al ser absorbidos en grandes cantidades, impondrian un esfuerzo
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severo en ¢l 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 estan expuestos a estimulos luminicos. Por
esto, las enzimas encargadas de realizar los procesos de formacion de aminoacidos estructurales,
importantes para el crecimiento celular y la proliferacion de callos, probablemente se encuentren
en el citoplasma, y no asi en los cloroplastos, como sucede en los tejidos expuestos a la luz. Por
esto, seria importante realizar investigaciones adicionales al respecto, para detectar 1a actividad de
las enzimas reclacionadas con ¢l metabolismo del nitrogeno en los callos que crecen en

condiciones de oscuridad.

La proliferacion de c€lulas 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. Segun Salisburry 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 division celular. Esto probablemente

favorezea ¢l crecimiento de las células del callo con grandes vacuolas, formando tejido hidrico y

]
B

favoreciendo la necrosis celular.

Efecto de L-triptofano en la formacion de callos y la regeneracion de plantas.

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

de formacion de callos, las de 90 uM y de 100 uM en forma moderada y con 240 y 280 uM no
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hubo formacion de callos. Esta tendencia se mantuvo en todos los tratamientos con 2,4-D (0.5,
1.0, 1.5, 2.0, 2.5 mg/L). La combinacién de 90 pM de L-triptofano y de 0.5 y 1.5 mg/L de 2,4-D,
mostrd los mas altos porcentajes de regeneracion (Cuadro 8). El cultivo control generd buenos
datos de callogénesis, pero no alcanzé los niveles de regeneracion logrados en los tratamientos

anteriores.

Las diferencias obtenidas con respecto a la callogénesis, en los distintos tratamientos, se
pueden atribuir a que ¢l L-triptofano es un precursor de la auxina natural, acido indolacético
(AIA) en las células vegetales, cuya aplicacidén exdgena aumenta la sintesis endogena del AIA en

¢l tejido vegetal, promoviendo asi los procesos de desdiferenciacion celular y de embriogénesis.

Esto concuerda con lo reportado por Siriwardana y Nabors (1983), Kostje ez ol (1989),
Lee et ol (1989), Chowdhry er 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 ef al (1989), quiene reportan una disminucion de la regeneracion en

presencia de L-triptofano en un medio N6.

¢

»

Las auxinas juegan un papel importante en la induccion de callos, lo cual ha sido
comprobado en esta investigacion, al realizar una combinacién 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 jovenes y meristematicas de la planta de arroz, se sintetiza triptofano y que cuando
se da el inicio de la floracion, este aminoacido es transportado hasta el endospermo en formacion,

donde se transforma, acumula y conjuga ya sea con mioinositol, con mioinositol-arabinosa. o con
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mioinositol galactosa (Bandurski y Nonhebel 1983). La presencia de AIA conjugado
naturalmente en la semilla de arroz, podria facilitar los procesos relacionados con la induccion del
callo a partir del embrién cigético maduro, al ser debidamente hidrolizado, lo que permitiria
aprovechar la auxina natural presente en el explante, para hacer mas efectivo el proceso de

induccién morfogénica.

Michalczuk et al (1992), sostienen que €l 2,4-D promueve la acumulacion de AIA,
derivado del triptofano, en callos de Daucus carota; algo similar podria estar sucediendo en
nucstros experimentos, lo que explicaria los resultados obtenidos con ciertas concentraciones de
L-triptofano. Ademas, los mismos autores sugieren que el 2,4-D estimula la acumulacion de
grandes cantidades de AIA endogeno, el cual parece mantener la proliferacion del callo y
previene el desairollo de embriones somaticos. Su remocion del medio v la subsecuente
disminucion en los niveles auxinicos naturales, permitiria la maduracion de los embriones

somaticos.

Esto también explica la interaccion resultante entre L-triptofano y el 2,4-D por medio del
analisis de varianza aplicado para los datos obtcnidgs de la callogénesis y su relacién con los
resultados de la regeneracion. Es probable que ;lios mayores porcentajes de callogénesis
observados en 20 y 40 pM de L-triptofano con varias concentraciones de 2,4-D, que no muestran
los mejores porcentajes de regeneracion, se deban a que al inicio del cultivo muchas de las células
del explante ya estan determinadas para expresar su potencial morfogénico. 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 embrion.
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Por otro lado, se observo que altas concentraciones de L-triptofano combinadas con bajas
o altas concentraciones de 2,4-D, inhiben la formacion de callos. Esto posiblemente se deba a que
las concentraciones de LAtriptofano superiores a 240 pM sean téxicas, al inhibir los procesos de
desdiferenciacion celular. Al respecto, Bandursky 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 toxicas para la célula vegetal y generar cambios a nivel transcripcional.

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

regeneracion de plantas.

Al combinar ambos aminoacidos en el medio de callogénesis disminuye la formacion de
callos y la regeneracion de plantas, cuando se comparan con los resultados obtenidos al agregar

ambos aminoacidos de manera individual al medio de cultive.

Los mejores resultados comrespondieron a bajas concentraciones de 2,4-D, combinados
con los dos aminoicidos también a bajas concentraciones. Es probable que dicha auxina
promueva la acumulacion de AIA, el cual seria prd;)orcionado por bajas concentraciones de L-
triptofano. Con esto, se activaria el proceso de mitosis en el tejido escutelar. Dicho mecanismo
requiere la presencia de nitrégeno, ya sea como compuestos amoniacales 0 como nitratos y que
son donados por L-prolina. La presencia de ambos aminoacidos podria permitir la formacién de
otros aminoacidos importantes de enzimas, de proteinas 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
inducciéon embriogénica es critica y que esta condicion estd estrechamente asociada con el
incremento en los niveles de AIA. Podria especularse que el 2,4-D no induce directamente la
embriogénesis, sino mas bien, altera ¢l metabolismo endogeno del AIA, regulando las rutas de

biosintesis que intervienen en la transicion de grupos celulares proembriogénicos a embriones.

La glutamina es un aminoacido esencial para el metabolismo de la célula vegetal. Sirve
como precursor de varios compuestos importantes en las rutas de biosintesis. El estimulo mas
comin para la sintesis de glutamina es el suministro de nitrégeno, como amoniaco o como
nitrato, que puede ser proporcionado por L-prolina. La glutamina podria actuar a su vez como un
donador de nitrogeno para diversas sintesis importantes, v proveeria el nitrogeno ciclico para el
aminoacido triptofano. La glutamina también ¢s ¢l compuesto de transporte de nitrogeno para la
sintesis proteicay de proteinas estructurales de mayor importancia, sobre todo en tejido en estado
de crecimiento (Bidwell 1979). Esto explicaria en forma general alguna relacion existente entre
ambos aminoacidos, a pesar de que sus rutas metabdlicas son muy diferentes. El L-prolina se
deriva del acido glutamico, proveniente del ciclo d? Krebs. Por su parte, el AIA que se forma a
partir del L-triptofano, aparece en las etapas 'micigles del proceso respiratorio, por lo que la
presencia de ambos aminoacidos favoreceria el metabolismo respiratorio del callo, aun en

ausencia del estimulo luminico,

Cuando se observé una disminucion tanto en la formacion de callos como en la
regeneracion, es probable que un aumento en la concentracion del 2,4-D estimule el ingreso de L-

prolina y de L-triptofano hacia el interior de las células escutelares. Acd se iniciaria la formacion
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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 traduciria en
un efecto de toxicidad. Aun cuando las rutas metabdlicas de tales aminoacidos sean

independientes, una alta concentracion de ambos, causaria grandes desordenes metabolicos.

Por otro lado, la presencia del 2,4-D podria provocar algin efecto sobre el L-prolina, pues
Teologist (1986), informa que en células de tabaco, la presencia de esta auxina induce la
formacion de polipéptidos ricos en prolina. Estos estarian relacionados con la formacion de la
pared celular y de otras proteinas estructurales. Los autores sefialan también que la presencia de
una alta concentracion de AIA o del 2,4-D, reduciria o anularia la sintesis de estos polipéptidos,

con la consecuente inhibicion de las rutas de biosintesis.

Aon cuando el papel de la auxina sintética 2,4-D no sea bien comprendido, la
participacidn de otros reguladores de crecimiento endogenos puede ser determinante en la
induccion y desdiferenciacion 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 regencracion de plantas de arroz

-
\
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CONCLUSIONES

1- El embrion cigético maduro de arroz es un explante adecuado parala induccion de callos y la

regeneracion 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 desdiferenciacion celular en el cultivo in vitro

del arroz, su ausencia inhibe la formacion de callos.

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

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

5- La concentracion mas efectiva de L-iriptofano, para promover la callogénesis y 1a regeneracién
de plantas fue 90 uM en combinacién con 1 0 1.5 mg/L de 2,4-D.

6- Bajas concentraciones de ambos aminoacidos deben ser combinadas con niveles bajos de 2,4-
D. Moderadas y altas concentraciones de éstos generan alteraciones metabolicas, como altos

porcentajes de necrosis y de formacion de callos rizogénicos.
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CAPITULO I

EFECTO DE LA TEMPERATURA, DEL FRACCIONAMIENTO Y DE LA
DESHIDRATACION DE CALLOS EN LA REGENERACION DE PLANTAS DE

ARROZ (Oryza sativa 1. cv CR-5272).

RESUMEN

Cuando se somete el explante a una temperatura de 27 °C por diez dias antes de la

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

La fragmentacion de los callos antes del subcultivo en un medio de diferenciacion,
promueve un aumento en la formacion de plantas. Con fracciones de callos de 5 mm de diametro,
se incremento la regeneracion en un 20 %. Diametros superiores o inferiores a éste, aumentaron

la necrosis e inhibieron la regeneracion de plantas.

La fragmentacion de los callos en 4 partes y los tratamientos de deshidratacion de estos,
por 24 horas antes de ser transferidos al medio de regeneracion, favorecieron la formacion de
plantas. Los porcentajes de regeneracion se incrementaron en un 92 %, El porcentaje es solo de

32 % en los cultivos control.
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Se estudio el efecto del tamaiio del frasco en la regeneracion de plantas. Al colocar los
callos en frascos de 10 cm de altura, con un diametro de 5 cm, aument6 la formacion de plantas
en un 15 %, en relacion con la obtenida en los frascos utilizados normalmente (6 cm de altura y
4.5 cm de diametro). 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 acumulacion puede

afectar estos procesos.

La aplicacion de estos métodos mejora la formacion de plantas de arroz, por lo que

podria ser implementada en otros cultivares costarricenses de arroz
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INTRODUCCION

Para la induccion embriogénica en vegetales, y en particular en Monocotiledoneas, se
requiere de la interaccidon adecuada de factores como ¢l tipoy el estado fisiolégico del explante,

asi como de lag condiciones experimentales del cultivo.

Ciertos tratamientos aplicados al material explante o a callos pueden ser muy importantes
en la induccion embriogénica. En ese sentido, los tratamientos con temperaturas previamente a la
siembra del explante, resultan ser ventajosos. El tratamiento de las semillas con baja temperatura
es esencial para la activacion de muchas de sus rutas metabolicas y los valores entre los 0y 10 °C
son 1os mas efectivos. En ciertos casos este requerimiento es necesario para la germinacion del

embrion y a la liberacion de muchos nutrientes y reguladores de crecimiento endogenos presentes

en la semilla (Bidwell 1979).

En algunos casos, una breve exposicion a temperaturas cercanas al punto de congelacion
€8 necesaria para romper la latencia; en otros, se neces;ita un extenso periodo de exposicion a esas
bajas temperaturas (Leopold v Kriedemann 1975). i)urantc un tratamiento frio puede haber
cambios en la distribucion de materiales en la semilla. Los niveles de aminoacidos durante la
latencia de la semilla son muy bajos, pero al tratarlos con bajas temperaturas, acumulan gran
cantidad en el endospermo (Leopold y Kriedemann 1975). Sin embargo, en otros casos,

temperaturas moderadamente altas mejoran la germinacion y la mejor utilizacion y distribucion
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de todos los nutrientes y de los reguladores de crecimiento vegetal (Bidwell 1979, Salisburry v

Ross 1994).

El tamafio inicial del explante (tejido organizado o callo), esti relacionado con el
crecimiento de los callos y la regeneracion de plantas en especies de dicotiledoneas. Este aspecto

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

Por otro lado, Tsukuhara ¢ Hirosawa (1992) y Rancé er ol (1994), muestran que la
deshidratacion de los callos de arroz (en placas de Petri con hojas de papel filtro), antes de ser
transferidos a un medio de regeneracion, incrementa la regeneracion de plantulas. Ademas,
Tsukuhara ¢ Hirosawa (1992), destacan que la osmolaridad en los medios de crecimiento y de
regeneracion es importante para la obtencion, retencién y recuperacion de una alta frecuencia de

regeneracion a partir de callos de arroz.

Muchas especies vegetales liberan una variedad de sustancias como compuestos
fenolicos, acetaldehidos y etileno durante su crecimiento en ¢l cultivo iz vitro. Estos se acumulan
y tienen un papel significativo en la regulacién del E;rccimicnto de callos, érganos o bien de la
planta completa. Dichos compuestos aparecen en el‘gmedio cuando el explante es lesionado y

pueden inhibir ¢l crecimiento y la regeneracion (Adkins ef al. 1990, Adkins 1992).

Con ¢l propdsito de desarrollar la metodologia que permita optimizar la obtencidn de
callos embriogénicos y hacer mds eficiente la regeneracion de plantas de arroz (Oryza sativa L.

cv CR-5272), la presente investigacion tuvo como objetivos:
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- Evaluar el efecto de la temperatura sobre el embrion cigético maduro de arroz (explante), previo

a la siembra en un medio de callogénesis.

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

en un medio de diferenciacion.

- Examinar ¢l efecto del tamatio de los frascos en el intercambio de gases experimentado por los

callos y los embriones somaticos, durante el proceso de regeneracion.
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizé como material explante embriones cigéticos 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 presenie experimento son normalmente mantenidos a
una temperatura de 5 °C, para prevenir la contaminacion por bacterias y hongos, durante periodos

prolongados de almacenamiento.

Se descortezaron 400 semillas que se habian mantenido a 5 °C; 200 se colocaron en un
frasco de vidrio a temperatura ambiente (27+1°C) por cinco dias antes de la siembra y las 200
restantes a temperatura ambiente por diez dias previos a la siembra en un medio para la induccion
de la callogénesis. Fueron sembrados 200 embriones cigoticos que se¢ habian mantenidos a 5 °C,
los cuales sirvieron como cultivo control. Se sembraron 10 embriones por placa de Petri hasta

totalizar 20 repcticiones para cada uno de los experimentos.

»
¥

La desinfeccion, siembra y subcultivos fueron realizados de acuerdo con la metodologia
presentada en el capitulo anterior. El medio de induccion consistié en un medio MS (Murashige
y Skoog 1962), suplementado con 2.5 mg/L de 2,4-D, 30 gi/LL de sacarosa, 0.1 gr/I. de myo-
inositol, 0.4 mg/L de tiamina y 3 gr/I de Phytagel (Valdez et al. 1996). El pH fue ajustado a 5.8

antes de agregar el gelificante y fue autoclavado por freinta minutos, a 121 °C y 15 libras de
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presion. Una vez finalizada la siembra, las placas fueron debidamente sclladas y rotuladas, para

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

Después de 3 semanas, los callos formados fueron separados y transferidos a un medio de
regeneracion que consistio de un MS (Murashige & Skoog 1962) sin 2,4-D pero suplementado
con 0.5 mg/L benzilaminopurina (BAP) y 0.05 mg/L de acido naftalenacético (ANA). Los callos
fueron subcultivados cada tres semanas para evaluar su capacidad morfogénica. Los cultivos se

mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12 horas, con lamparas fluorescentes (2000 lux), a 27 °C =1.

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

bolsas plasticas para una aclimatacion antes de ser directamente expuestas en el invernadero.
Fraccionamiento de callos previo subcultivo a medio de regeneracion.

Se descortezaron 300 caridpsides de arroz. La desinfeccion, extraccion y siembra de
embriones fueron realizadas seglin la metodologia descrita anteriormente. Esta semillas fueron
scparadas en tres grupos, cada wno de 100 semillas, sembradas en 10 placas de Petri. El medio de
callogénesis fue el mismo que se utilizd en la secci(');;l anterior. Después de 25 dias en que el
material estuvo expuesto en condiciones de oscuridad y a 25 °C, los callos del primer grupo,

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

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

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

a cada uno de ellos. Se invirti6 la posicién del callo, de tal forma que la parte basal quedara hacia
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arriba. En esta posicion se introducen las puntas de las pinzas dentro del espacio interno del callo
y se suelta suavemente hacia los extremos para no dafiar y cortar el callo, pues se trata de

fraccionarlo suavemente.

Con el objeto de poder determinar ¢l tamafio adecuado de fraccionamiento, se tomaron
medidas del didmetro 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 regeneracion (Valdez et al.
1996). Estos fueron evaluados cada tres semanas hasta la obtencién de plantas. Los cultivos se

mantuvieron bajo un fotoperiodo de 12 horas con 2000 lux, a 27 °C.

Deshidratacion de callos antes de transferirlos a un medio de regeneracion.

Se utilizaron 120 semillas de arroz. La desinfeccion, siembra e induccion de callos se
realizaron de la misma forma que en el capitulo anterior. Después de la siembra, se tomaron 6
placas de Petri con 10 embriones cada una y los callos formados de estos explantes fueron
deshidratados parcialmente. Los callos provenientes de las 6 placas restantes no fueron

deshidratados.

En ¢l momento del subcultivo a un medio de regeneracion, los callos provenientes de las
primeras 6 placas de Petri, fueron fraccionados en 4 partes y fueron transferidos a placas de Petri
(100x15mm), que contenian papel filtro previamente esterilizado (Marca Whatman No. 3). Las
placas fueron selladas y colocadas a 27 °C por 24 horas en condiciones de oscuridad. Luego los
callos fueron transferidos al medio de regeneracion (Valdez et al. 1996), con un régimen de 12

horas luz a 27 °C. 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 subcuitivados directamente en

el medio de regeneracidn y sirvieron como control.

Se realizaron subcultivos cada 3 semanas y las plantulas obtenidas fueron aclimatadas
antes de ser transferidas al invernadero, colocando bolsas plasticas, cuando éstas alcanzaron una

alturade 15cm.

Efecto del tamafio de los frascos en el desarrollo de embriones somaticos durante la

regeneracion.

Se inicid el cultivo de los callos con 120 semillas de arroz. La desinfeccion y siembra de
los embriones cigéticos fue realizada siguiendo la misma metodologia descrita en el capitulo
anterior. Después se tomaron 6 placas con 10 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
regeneracion (Valdez et al. 1996), durante las primeras 3 semanas. Luego fueron subcultivados
en frascos de vidrio con altura de 10 cmy 5 cm de didmetro, colocando 4 callos por frasco. Estos
fueron mantenidos en el medio de cultivo por 3 semanas mas. Los brotes formados fueron
transferidos a frascos del mismo tamafio, pero con ux: 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 alturay de 4.5 cm de diametro, con el

mismo medio de regeneracion. El material formado se sigui6é subcultivando en e¢ste mismo tipo
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de frasco. Todo el material de regeneracion de este experimento fue mantenido a 27 °C, con un

fotoperiodo de 12 horas.

RESULTADOS

Exposicion de explante a temperatura de 27 °C por 5 dias antes de Ia siembra.

En términos generales, la morfologia de los callos obtenidos en todos los experimentos
realizados con ¢l genotipo CR-5272 fuc muy parccida, las diferencias existentes s¢ deben al

efecto de los tratamientos aplicados.

Después de 25 dias en el medio de callogénesis, se formaron callos secos, compactos, con
formacion de estructuras globulares en la periferia del callo. Otros dieron origen a muchas raices

y se necrosaron rapidamente.

El ntimero total de callos obtenidos en el tratamiento con temperatura de 27 °C durante 5

dias antes de la siembra, fue similar al control y al realizar la prueba de analisis de varianza de

?

una via de los promedios, no se encontr6 diferencia significativa (F= 0.65, P= 0.4263). El
experimento fue repetido una vez mas y mostré resultados similares. Igualmente, no se
encontraron diferencias en la cantidad de callos formados al compararse con €l control (F= 0.01,.

P= 0.9327) (Cuadros 20).
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Cuadro 20 ;: Namero de callos obtenidos en el tratamiento con temperatura de 27 °C por cinco
dias antes de la siembra en medio de callogénesis, para el cultivar de arroz (Oryza sativa

L. CR-5272).
Expenimento Total Total de callos X callos/placa + D E. % callogénesis
explantes
Contro} 200 96 4.8 1.7 48
T 5 dias 200 107 54 21 54
+T 5 dias 200 97 49 23 49

¢ Datos resultantes de la repeticion del experimento.

Después de 25 dias en medio de callogénesis, los callos fueron transferidos a un medio de
regeneracion. Los resultados se presentan en el cuadro 21. Los porcentajes de callos
morfogénicos, asi como el numero total de plantulas obtenidas, fue mayor en ¢l material
proveniente del tratamiento que en ¢l cultivo control, lo cual increment6 la eficiencia de
regeneracion en un 25 %. Estos resultados sugieren la existencia de algin efecto fisiologico en el
explante, ocasionado por la temperatura, junto con la accion de los reguladores de crecimiento
enddgenos del explante, que favorecen la induccion morfogénica de los callos proveniente del
tratamiento.

Cuadro 21: Efecto de 1a temperatura a 27 °C por 5 dias sobre ¢l explante  antes de la siembra,
en la regeneracion de plantas de amroz, después de doce semanas de cultivo,

1

i

Tratamiento Control T °5dias T° 5 dias

Total de callos 76 93 77

No contaminados 76 93 77

Callos con brote 15 41 25

Total de brotes 20 82 30
Brotes / callo 1 2 1

Total plantas 16 33 20
Promedio plantas/callo &% 1 1 1

% callos morfogénicos# 20 44 33

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
a No. calles con brotes / No. total de callos no contaminados x 100.
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Exposicion del explante a temperatura de 27 °C por 10 dfas antes de la siembra en el medio

de callogénesis.

El namero de callos y los promedios obtenidos en este tratamiento, fueron mayores que
en el cultivo control y presentaron diferencias significativas (F= 7.55, P= 0.009). Similares

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

Cuadro 22: Efecto del tratamiento al explante con temperatura de 27 °C por 10 dias antes de la
siembra, en la formacion de callos en el cultivar de arroz (Oryza sativa L. CR-5272).

Experimento Total Total de X callos/placa + D.E. % callogénesis
explantes callos
Control 200 95 53 36 53
T 10 dias 200 150 7.9 1.4 79
+T 10 dias 200 162 8.1 1.6 81

4 Datos obtenidos de la repeticion del experimento.

Estos resultados sugieren que los procesos de desdiferenciacion ¢ induccién de la
capacidad morfogénica son mas efectivos debido al tratamiento. Este favoreceria una mejor
distribucion de los nutrientes del endospermo hacia ql escutelo y el embridn, lo cual facilitaria el
crecimiento inicial del callo. Después de diez semanas en medio de regeneracion, estos callos
presentaron mayores porcentajes de regeneracion y nimero de plantulas que el cultivo control y
la regeneracion se incrementd en 24 y 28 %, tanto para ¢l experimento como para su repeticion

(Cuadro 23).



Cuadro 23: Efecto de la temperatura de 27 °C por 10 dias en ¢l explante antes de la siembra, en
relacién con la regeneracion de plantas, después de doce semanas de cultivo.

Tratamiento Control T © 10 dias T° 10 dias

Total de callos 82 150 131

No contaminados 72 100 95
Callos con brote 14 39 46
Total de brotes 15 44 76
Brotes / callo 10 1 2
Total plantas 16 26 60
Promedio plantas/calio & 1 1 1
% callos morfogénicos# 19 39 49

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
A 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 haria mas efectiva su utilizacion.
Fraccionamiento de callos embriogénicos, previo subcultivo a medio de regeneracion.

Los callos fraccionados en cuatro partes con un diametro promedio de 5 mm, muestran un
incremento en la regeneracion de un 13% en rclacién}‘con el control. El didmetro promedio de los
callos usados como control fue de 9 mm. En el caso del fraccionamiento en 8 partes, los callos
tienen wn diametro promedio de 2 mm, Aqui el porcentaje de regeneracion fue menor en wn 23%
que en los fraccionados en 4 partes. Este tratamiento presentd los menores porcentajes de
regeneracion. Ademas, cuando los callos se fragmentaron en 4, se obtuvo la mayor cantidad de
brotes por callo, con un nimero total de plantas de 46, en comparacion con 27 en el conirol y con

21, luego de fraccionarlos en 8 partes (Cuadro 24).
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Cuadro 24: Efecto del fraccionamiento de callos en relacion con la regeneracion de plantas,
después de diez semanas de cultivo.

Tratamiento Control Fraccion. 4 Fraccion 8

Total de callos 90 75 32

No contaminados 90 70 82

Con brote 27 30 16

Total de brotes 41 53 24
Brotes / callo 2 2 1

Total plantas 27 46 21
Promedio plantas/callo % 1 2 1

% callos morfogénicos # 30 43 20

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
& No. callos con brotes / No. total de callos no contarminados x 100.

Estos datos sugieren que tamafios superiores o inferiores a 5 mm , pueden reducir la
regeneracion. Con estos tamafios extremos, se incrementa la necrosis, como fue evidente después
de quince dias de subcultivados. Esto probablemente se deba a que el callo necesita de una
superficie minima para hacer eficiente la regeneracion de plantas y que al romper la integridad
del tejido disminuye el efecto cooperativo entre los grupos de células involucradas en las

respuestas morfogénicas.

Efecto de la deshidratacion de los callos previa transferencia a un medio de regeneracion.

d
b

Los callos deshidratados durante 24 horas antes de ser transferidos a un medio de
regeneracion, incrementaron la regeneracién de un 34% (control) hasta 70 y 92%. La cantidad de
callos con brotes (Fig. 5), nimero de brotes por callo y el total de plantulas regeneradas, también

se ven aumentados con el tratamiento (Cuadro 25).
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Cuadro 25: Efecto de la deshidratacion de callos en relacion con la regeneracion de plantas del
cultivar de arroz (Oryza sativaL. CR-5272), después de diez semanas de cultivo.

Tratarniento Control Deshidratacion ~ Deshidratacion |
Total de callos 50 40 54
No contamin. 50 40 54
Con brote 17 28 50
Total de brotes 31 61 120
Brotes / callo 2 2 3 ¢
Total plantas 29 56 114
Promedio plantas/callo & 2 5 3
% callos morfogénicosa 34 70 92

+ No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
a No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x100
+ Se obtuvieron hasta 7 plantas por callo.

Estos resultados podrian atribuirse a que la reduccion en el contemdo de agua en el callo
puede causar plasmolisis en las células y esto provocaria un cambio en el balance enddgeno de

los reguladores de crecimiento, lo cual estimula las rutas metabdlicas de diferenciacion.

Efecto del tamafo de los frascos sobre el desarrollo de embriones somiticos en la
v

regeneracion. *

Los mejores porcentajes de regeneracion se presentan en aquellos callos que fueron
colocados inicialmente en placas de Petri y luego en frascos de vidrio de 10 cm de altura y 6 cm
de diametro (Fig. 6) (Cuadro 26). Estos resultados sugieren que con frascos de vidrio mas

grandes para €l crecimiento de los proembriones y embriones somaticos, se les provee un espacio
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suficiente para ¢l intercambio de gases y para evitar en alguna medida la acumulacion de

compuestos fendlicos, CO2, etileno y otros compuestos que inhiben los procesos de regeneracion.

Cuadro 26 : Efecto del tamafio del frasco, en relacion con el niimero de plantas regeneradas,
después de diez semanas de cultivo.

Tratamiento Control Experimento
Total de callos 51 419
No contamin. 45 49
Con brote 16 23
Total de brotes 41 47
Brotes / callo 2 2
Total plantas 23 38
Promedio plantas/callo & 1 |
% callos morfogénicos a 35 46

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes.
4 No. callos con brotes / No. total de callos no contaminados x100.



DISCUSION

Exposicion del explante a temperatura de 27 °C antes de la siembra en medio de
callogénesis.

Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que la exposicion de las
semillas a 27 °C =+ 1, antes de la siembra, producen una mayor cantidad de plantas; la exposicion
durante 10 dias mostré ser mas efectiva. Esto posiblemente se deba a que el rompimiento
adecuado de la latencia de la semilla permita una mejor distribucion de los nutrientes del
endospermo hacia el embrion, pasando por el escutelo. La activacion del cuerpo del embrion
dentro de la cariopside, expuesto a 27°C *1, probablemente active numerosas rutas metabolicas,
lo cual incrementa las tasas de respiracion celular y de niveles de energia, relacionados con la
actividad mitocondrial. Grass y Burris (1995), que trabajaron con trigo, afirman que esta energia
generada en la mitocondria, en forma de ATP, juega un papel importante en el metabolismo del
explante desde las primeras horas de exposicion a una temperatura de 27 °C como se observa en

nuestros resultados.

Ademas, en estas condiciones, el 2,4-D bodn’a favorecer una mejor actividad de
desdiferenciacion e induccion en ¢l explante, a causa de una mejor utilizaciéon de los recursos
disponibles, como los acumulados en el escutelo. Una vez agotados éstos, el siguiente paso seria

la utilizacion de los nutrientes del medio de cultivo.
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Es probable que en los cultivos control, donde las semillas son mantenidas a 5 °C antes de
ser sembradas, estas sufran alteraciones a causa del frio. En efecto, su capacidad de formacion de
plantas es baja y los callos se necrosan rapidamente. Hale y Orcutt (1987) mencionan que en
general, los tejidos dormantes en semillas son mas tolerantes a los cambios de temperatura que
los tejidos de rapido crecimiento, pero que cambios bruscos de esta, pueden ocasionar fallas en la

germinacion por una disminucion en la absorcion de agua y nutrientes.

Algunos autores como Lker et al. (1979) (citado por Hale y Orcutt, 1987), sugieren que la
exposicion a 5 °C por 3 dias, puede causar dafios en las semillas a nivel de organizacién celular,
que pueden ir desde la pérdida en la definicion de los proplastidios y las membranas
mitocondriales, hasta alteraciones en los ribosomas, que llegan a producir precipitaciones de

proteinas en la vacuola.

Takahashi (1995), indica que el optimo de temperatura para la germinacion de la semilla
de arroz es de un rango relativamente alto: el minimo de temperatura estd entre 8-10 °C, ¢l
maximo entre 42-44 °C y el 6ptimo entre 30-32°C. La viabilidad de las semillas de arroz se ve
afectada por cambios de temperatira, lo que puede causar en éstas, un deterioro en la actividad
respiratoria que altera su metabolismo (Grass y Bun{‘;, 1995). Con base en estas afirmaciones y
los resultados obtenidos en nuestra investigacion, seria conveniente controlar las temperaturas de
almacenamiento del material explante. Esto permititia un mejor entendimiento y manipulacion
del material explante, con la subsecuente mejora en la induccion de callos y regeneracion de

plantas de arroz
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Fraccionamiento de callos embriogénicos, previo subcultivo a un medio de regeneracion.

Cuando el tamafio del callo es superior a 5 mm, probablemente la regeneracion se reduce
porque éste agota rapidamente la Benzilaminopurina presente en el medio de cultivo. Es probable
que un incremento en la concentracion de la citoquinina no estimule la regeneracion, debido a
que también se reduce la presencia de algin nutriente o regulador de crecimiento, cuyos
requerimientos sean mayores. Cuando alguno de estos factores se vuelve limitante, por el alto
consumo de €stos por el callo, es probable que se induzca una necrosis, tal como pudo observarse
en nuestros resultados. Al respecto, Hale y Orcunt (1987), sefialan que las deficiencias de
nutrientes en el tejido vegetal, causan necrosis, ain cuando estén disponibles los reguladores de

crecimiento.

Los callos fraccionados en 8 partes presentaron mucha necrosis y baja regeneracion,
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 cllos trabajaron con base en el peso y el volumen
(mm?®) del callo en el momento del fraccionamiento antes de su transferencia al medio de

regeneracion.

La alta necrosis observada al final de la etapa de regeneracion de este experimento, puede
ser atribuida al dafio fisico causado en el momento del fraccionamiento. En efecto, las rupturas y
dafios celulares, liberan muchos compuestos fendlicos que pueden interferir o modificar el acido

indolacético de las células en crecimiento (Milborrow, 1984).



65

Un inadecuado fraccionamiento que dafic 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, destruccion o sintesis de
reguladores de crecimiento, sintesis activa de compuestos fendlicos y un incremento en la
respiracion y produccion de ctileno. Este tipo de cambios provoca una coloracion café oscura

caracteristica del material necrosado. Lo anterior coincide con lo observado en esta investigacion.
Efecto de la deshidratacion de los callos, previa transferencia a medio de regeneracion.

La deshidratacion parcial de los callos de arroz por 24 horas, incremento los procentajes
de regeneracion en un 36 y 72 % en relacién con los controles. Estos porcentajes son
comparables a los reportados por Tsukuhara e Hirosawa (1992), quienes incrementaron sus
frecuencias de regeneracion de 5% a 47%, en cultivos de células en suspension de la variedad

Japonica “Sasanishiki”.

Nuestros resultados coinciden con los obtenidos por Rancé er al (1994), quienes
obtuvicron altos porcentajes de regeneracion de plantas (61.1 % a 73.7%), en tres variedades de

arroz indica, luego de la deshidratacion de callos derivados de embriones cigdticos maduros.

Es posible que el callo al ser deshidratado, provoque un desbalances en los niveles de los
reguladores de crecimiento endogenos, activando a algunos y desactivando a otros. Leonardi et
al (1995), trabajando con suspensiones celulares de arroz, encontraron que el acido absicico
(ABA) puede aparecer en las células vegetales, como respuesta ante el “estrés” hidrico. La

conexion entre el efecto del ABA y la embriogénesis somadtica no es clara, esta podria ser una
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funcién defensiva ante la deshidratacion y que esté mediada por el ABA, por lo que mas
investigaciones en torno a esto podrian ser llevadas a cabo. La utilizacion de otros agentes
osmoticos en ¢l medio de callogénesis para el cultivar de arroz CR-5272, podria aportar buena
evidencia acerca del papel fisiologico del ABA, ante el “estrés” osmotico y su relacion con la

embriogénesis somatica.

Efecto del tamafio de los frascos sobre el desarrollo de los embriones somiticos en los

experimentos de regeneracion.

El aumento de la regeneracion en los callos colocados en placas de Petri, probablemente
s¢ deba a que los callos reciben la luz directamente. Esto favorece ¢l desarrollo inicial de los
cloroplastos y del proceso fotosintético, que inducen a su vez la formacion de brotes. Estos callos
con brotes, al ser subcultivados en frascos de mayor tamafio, tienen una mayor disponibilidad de
oxigeno, lo cual no permite la acumulacion de CO2. Lo anterior coincide con lo reportado por
Adkins (1992), Salisburry y Ross (1994), quienes indican que el tejido al crecer en presencia de
luz, inhibe la formacion de etileno, pero dado €l aumento en el metabolismo por la fotosintesis y
la respiracion celular, provoca una mayor producciép de CO2, que favorece la acumulacion de

precursores de etileno, lo cual puede ser controlado al colocar los callos en condiciones

adecuadas.

El bajo porcentaje de regeneracion obtenido en el cultivo control, se debe probablemente
a que el frasco de widrio utilizado es pequefio y no proporciona el espacio suficiente para el
intercambio de gases, situacion que permite la acumulacion de CO2. acetaldehidos, ctanol y

¢tileno, lo cual coincide con lo mencionado Adkins et al. (1990), Adkins (1994). Ademas, dichos
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compuestos pueden causar una diferenciacion temprana en el callo, lo cual inhibe la formacion
de la clorofila, aun cuando esté presente el estimulo luminico, e impide de esta forma la

regeneracion de plantas.
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CONCLUSIONES

- Los tratamientos del explante con una temperatura de 27 °C + 1, durante diez dias previo a la

siembra en medio de callogénesis, incrementa la regeneracion de plantulas de arroz.

- Los callos fraccionados en 4 partes y con un didmetro promedio de 5 mm, mcrementan en sus
valores de regeneracion. Didmetros superiores o inferiores a este, aumentan la necrosis v

disminuyen la regeneracion.

- Los tratamientos de deshidratacion de los callos por 24 horas, antes de ser transferidos a medio
de diferenciacidn, incrementaron los porcentajes de regeneracion en un 36 y 58 %, en relacion

con los controles.

- Los frascos de vidrio mas grandes, proveen mas oxigeno al callo, con lo que se incrementa la
calidad de los callos en condiciones de regeneracion y se aumenta la formacion de plantas en

un 15 % en relacion con el cultivo control.

%
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CAPITULO 111

DESCRIPCION HISTOLOGICA DE LA EMBRIOGENESIS SOMATICA EN ARROZ

(Oryza sativa L.CULTIVAR CR-5272).

RESUMEN

Estudios anatdémicos e histologicos de los callos de arroz muestran que éstos se originan
del epitelio escutelar de los embriones cigdticos maduros (explantes). Al crecer en un medio
Murashige 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 daran lugar a la formacion de
proembriones y de embriones somaticos. Las células de los callos embriogénicos se
caracterizan por tener nucleo y nucleolo conspicuos, forma isodidmetrica, citoplasma denso y
estan acompariadas de células adyacentes con abundantes granulos de almidon. Los embriones
somaticos completan su desarrollo para dar formacion a plantulas completas, al estar en un
medio de regeneracion.

Callos embriogénicos de 5 dias fueron so:ne:idos al método de transformacion genética
por biobalistica, para evaluar su impacto en la regeneracion de plantas. Al evaluar los resultados
se encontr0 que dicho método no causa dafio sobre el callo, pues al ser comparado con el
control, que no fue sometido al método, no se encontraron diferencias en los porcentajes de

regeneracion final.
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Los estudios histologicos permitieron observar la expresion transitoria del gen GUS en
grupos de células de las capas mas externas de los callos embriogénicos, sometidos al método de

biobalistica.
INTRODUCCION

A pesar del gran nimero de investigaciones acerca de la embriogénesis somatica en
varias especies, muy pocas aportan la evidencia suficiente para comprender el proceso. Por lo
anterior, la realizacion de estudios anatomicos e histologicos en los callos potencialmente
embriogénicos, permite comprobar la existencia del proceso embrogénico y posibilita asi su

optimizacion.

Las células pre-embriogénicas o embrioides, presentan muy a menudo caracteristicas
comuncs a las de células meristematicas con una rapida division celular. Estas son: tamafio
pequeiio, contenido citoplasmico denso, nucleo grande con nucleolo prominente, pequefias
vacuolas. Sin embargo, para la investigacion de estas caracteristicas citolbgicas y de los
procesos de desarrollo, se requiere de cstudios hisitolégicos y anatbémicos comparativos para
ilustrar cada ctapa sucesiva del fendémeno embn'zgénico (Chen et al 1985, Williams y

Maheswaran 1986).

Haccius (1978), sostiene que los embriones cigdticos y somaticos tienen un origen
unicelular, sin embargo, comunmente se¢ afirma que los embriones se originan de masas

proembriogénicas, las cuales fueron derivadas de células individuales y segiin Stamp (1987),
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esto puede ser dilucidado por medio de los estudios anatémicos e histologicos de material

embriogénico.

Por su parte, Higuchi y Maeda (1991), destacan que el cultivo de tejidos vegetales se
presenta como una alternativa facil para el estudio de los procesos de regeneracion de plantas, ya
sea por organogénesis o embriogénesis somatica, que podrian ser facilmente reconocidos y
entendidos al emplear estrategias histoldgicas para su esiudio. Existen muchas publicaciones que
demuestran y confirman las estructuras caracteristicas de los callos embriogénicos, los cuales
tienen ¢l potencial de regenerar plantulas a fraves de la embriogénesis somatica (Jones y Rost

1989, Kott y Kasha 1984).

La utilizacién de métodos de tincidn en estudios anatomicos e¢ histolégicos de la
embriogénesis somatica, ha permitido en muchos casos la localizacién de los eventos iniciales
del proceso. Entre las técnicas de tincion utilizadas estan 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 jovenes de arroz, de dpices de raiz y de

células epidérmicas del escutelo de embriones mmmaduros de arroz. Chen y Chen (1985)

'3
¥

utilizaron la tincidn triple para dilucidar la formacién de embriones somaticos a partir de

inflorescencias jovenes de arroz

Estos tipos de tincion también han sido aplicados a otras especies de gramineas como lo
son Triticum aestivum, Zea mays, Panicum maximun, Elaeis guineensis, etc. (Yatazawa et al.
1967, Mott y Cure 1977, Magnusson y Bomman 1985, Yi-Lu y Vasil 1982, McCain y Hodges

1986, Schwendiman ez a/. 1988, Jones y Rost 1989).
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Jones y Rost (1989), utilizaron embriones cigéticos maduros de arroz como material
explante para la obtencion de callos embriogénicos y hacen notar que éstos se¢ originan del

escutelo del embrion, lo cual han corroborado por medio de estudios anatomicos € histologicos.

Por la importancia que tiene la histologia en ¢l cultivo in vitro de tejidos vegetales, para

entender los procesos de embriogénesis somatica, la presente investigacion tuvo como objetivos:

- Describir los eventos anatémicos ¢ histologicos que ocurren en las células proembriogéncas.

- Diferenciar cada fase de la embriogénesis somatica.

- Comparar histologicamente los tejidos sometidos al método de biobalistica con un cultivo

control.
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MATERIALES Y METODOS

Material explante

Se¢ utilizé como material explante embriones cigéticos maduros de arroz. Las semillas

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

La desinfeccion y siembra de embriones cigdticos maduros fue realizada segln la
metodologia descrita en ¢l primer capitulo y el medio de induccion callogénica consistié de un
MS (Murashige y Skoog 1962) con 30 gr/L. de sacarosa, 0.1 g/I. 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 cuarto de crecimiento en oscuridad y a

temperatura de 25 °C.

Fueron sembrados 200 embriones mas sobre un mismo medio de induccion callogénica,

'Y
Y

y después de 5 dias, los callos originados de 60 embriones fueron sometidos a tratamiento de
biobalistica con microparticulas de tungsteno (1 pm de didmetro) solamente. Los callos
formados a partir de otros 60 explantes, fueron sometidos al método con microparticulas de
tungsteno recubiertas con ADN, y los callos derivados de otros 60 mas sirvieron de control. El
acelerador de particulas (PIG “Particle Inflow Gun”) utilizado es similar al de Finer et al

(1992). Se empled una presion de gas helio de 80 PSI.  Se realizaron seis disparos sobre grupos
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de 20 callitos colocados en ¢l centro de la placa de Petri y después fueron puestos en ¢l medio de

cultivo, en condiciones similares a las mencionadas anteriormente.

Fueron tomadas muestras de callos a los cinco, diez, quince y veinte dias para fijarlos en
formalina 4cido acético (FAA) y luego fueron procesados para el estudio histoldgico. Los callos
provenientes del tratamiento con el método de biobalistica fueron fijados en Glutaraldehido al

10% v luego fijados en resina para su estudio histolégico.

Tanto la preparacion de particulas de tungsteno con ADN como la aplicacion del método
de biobalistica, fueron realizados por Marco Paez y Tania Quesada del Centro de

Investigaciones en Biologia Celular y Molecular.

TECNICAS HISTOLOGICAS.

Las observaciones histologicas, se realizaron tanto en los tejidos sometidos al proceso
de biobalistica como en ¢l control y las muestras de tejido se tomaron con base en caracteristicas
morfolégicas favorables presentes en cada etapa, desde la siembra hasta la regeneracion de

»

plantas. La preparacion de cortes se realizo de la siguiente forma:

1) Fijacion. Se hizo en una solucion de glutaraldehido(10%)/formalin-acido acético/(5:5, en 90

mli de alcohol 70%)(v/v) durante una noche al vacio y luego dos dias a 4°C.

2) Deshidratacion. Sc realiz6 sumergiendo el tejido en etanol a 70° por una hora, luego en

etanol 95° por una hora y por Gltimo en etanol puro por una hora mas, tres veces consecutivas.
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3) Impregnacion. Se inici6 en tolueno-alcohol (1:1)(v/v) por 30 minutos, luego en tolueno puro
tres veces en una hora, en seguida en tolueno:parafina (1:1)(v/v), parafina una hora dos veces y

parafina una noche.

4) Inclusion de los callos y embriones cigdticos maduros: Fue en parafina y los cortes se
hicieron con un grosor de 9-12 mm. Luego se colocaron sobre un porta objetos con una solucién
adhesiva y se calentaron para extender la parafina junto con el tejido y evitar la formacion de

pliegues.

5) La Tincion se realizo con la coloracidon cuadruple (Boissot 1990).

Los callos sometidos al método de biobalistica, fueron fijados en Glutaraldehido (10%) y luego

infiltrados en resina para su procesamiento histoldgico.
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RESULTADOS

Descripcion de caracteristicas de células proembriogéncas.

Al momento de realizar la siembra, ¢l embrion cigético maduro de arroz ¢s colocado con
la region 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 embrion.

El escutelo consta de una capa externa de cclulas, situada entre ¢l endospermo y el
cuerpo del embrion. Dichas células externas, son de forma columnar, con denso citoplasma,
nicleos conspicuos y que presentan diferencias morfologicas con el resto de células del
parénquima escutelar (Fig. 7a), pues éstas son mas o menos esféricas y de mayor tamafio, muy

parecidas a un parénquima fundamental.

Se observo como después de 24 horas, las células del epitelio escutelar sufren divisiones
periclinales (Fig. 7b), que después de 3 dias dan como resultado zonas de alta division celular
(Fig. 7c). Las células de estas zonas se¢ caracterizan por ser pequefias, con citoplasma denso,
nicleo prominente y con varios planos de division celufar, las que posteriormente daran origen a

estructuras delimitadas y con formas caracteristicas, como lo son los embriones globulares.

Callo de 5 dias en medio de callogénesis.

Al realizar un corte longitudinal del callo, se observa que s¢ diferencian claramente 2

capas de células: la primera consta de entre 9y 12 hileras de células, cuyo tamafio aumenta a
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medida que se dirige hacia ¢l interior del callo. Asi, las células de las 3-4 hileras mas externas
son de témaﬁo mas pequefio, con niicleo y nucleolo prominentes los cuales tifien de rojo, su
citoplasma es muy denso y su forma es isodiamétrica. Son notorios los planos de di\ésién tanto
periclinales como anticlinales y es evidente la presencia de grupos de células, muy parecidas a
un centro quiescente, como predeterminadas a ser embriogénicas a juzgar por sus caracteristicas:
tamafio pequefio, citoplasma denso, nicleo y nucleolo conspicuos, compactamente arrcgladas y

con una alta actividad meristematica (fig. 8a).

Las células de las siguientes 4 hileras son mas grandes, su nucleo es todavia muy
evidente, pero por su tamafio pareciera que la vacuola tiende a ocupar la mayor parte del
volumen celular. Inmediatamente se evidencia una capa de c€lulas intermedia, con un notable
parecido a un parénquima fundamental, con nicleos mas pequefios 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 formacion inicial de un haz
vascular o puede tratarse de zonas de futura delimitacion de los embriones los cuales

posteriomente s¢ desarrollaran en las capas mas externas de los callos y se observan planos de

division periclinales muy abundantes.

Existen hileras de células que establecen un limite entre las capas externa ¢ interna del
callo. Estas 3 hileras de células estan comprimidas lateralmente y es muy evidente por la
coloracién verde de las paredes primarias. El centro del callo, que es la zona de mayor tamaiio,

consta de células muy grandes con nicleos de pequefio tamafio. Es notoria la ruptura de la
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mayoria de las paredes celulares y existen abundantes espacios intercelulares. En ocasiones

pueden observarse pequefios granulos de almidon.

Al observar los cortes a la altura media del callo, es mas evidente la ruptura de las
paredes de las células que constituyen la zona central interna del callo, lo cual dara lugar a la

posterior formacion de un espacio interno en el callo.

Callo de 10 dias en medio de callogénesis.

En la zona externa del callo es mas notoria la presencia de regiones lobuladas, que antes
eran zonas de divisién mitética, ahora se observan 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 parenquimatico es mas amplia y las células estan dispuestas en forma mas
homogénea. En la zona inmediata que establece el limite con respecto al centro del callo, las
células estan en su totalidad comprimidas lateralmente y en muchas areas 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 formacion del espacio interno del callo mismo. Las células que limitan con este
espacio, muy pronto adquieren caracteristicas embdi)gérﬁcas y dan paso a la formacion de un
callo con mas potencial embriogénico. Se puede distinguir algunos tipos de células, en diferentes
sectores del callo: (i) pequefias células con denso citoplasma, un prominente nicleo y con
almidon (células meristematicas); (i) grandes células vacuoladas, sin granulos de almidén; (iii)
grandes células vacuoladas con granulos de almidon; (iv) células de regular tamafio, con

citoplasma denso y nucleolo prominente. Este tipo de células fue observado también en callos de

15 y 20 dias.
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Callo de 15 dias 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 embrion v en algunos
embriones el suspensor es ya evidente. También ¢s notorio el estrecho agrupamiento de
estructuras embriogénicas, cuyas células del cuerpo globular del embrion se caracterizan por ser
de forma isodiamétrica, pequefias, ricas en citoplasma que se evidencia por la coloracién naranja

y su niicleo es grande con nucié¢olo muy conspicuo.

Los embriones globulares presentan una capa de células que rodea el cuerpo del embrion
y por su disposicion corresponde a células epidérmicas, con nicleos muy grandes. La zona
central de cada uno de los embriones se asemeja mucho mas a los centros quiescentes presentes

en los apices de brote o de raiz

Inmediatamente después de la capa germinativa constituida de proembriones y
embriones globulares, puede notarse una gradiente en el tamaiio de las células, pues éstas se
observan un poco mas grandes que las células antes‘amencionadas, pero su tamafio aumenta a
medida que se recorre hacia el interior del callo y este tipo variado de células indican distintas
etapas de diferenciacion. Es importante destacar la presencia de células de tamafio regular con
acumulaciones de almidon, lo cual se evidencia por la presencia de granulos de color morado en
su interior y que se encuentran asociados cerca de la base de los proembriones o de grupos de

células embriogénicas (fig.9a).



Callo de 20 dias en un medio de callogénesis.

Las estructuras embriogénicas son abundantes en la zona periférica del callo y se¢ observa
muchos embriones globulares, algunos ya con suspensor (Fig. 9b). También estas estructuras
estan presentes en el interior del callo, es decir revistiendo las zonas internas del callo que dan
con ¢l espacio interno de éste. Se observa la presencia de una zona compuesta de varias capas de
células que separa ambas regiones embriogénicas, que por su forma probablemente sean
utilizadas como zonas de reserva y de acumulacion de productos de la actividad metabolica del

callo.

En otras areas también se observa la presencia de elementos xilematicos primarios
dispuestos longitudinalmente y en direccion del centro hacia ¢l exterior del callo, muy cerca de
la base de cada una de las estructuras embriogénicas. La presencia de estas estructuras de
transporte sugiere la realizacion de un sistema mas eficiente de transporte ya que las rutas via
pared celular no son suficientes para satisfacer las demandas de transporte de agua y solutos del

medio de cultivo.

Callos embriogénicos en medio de regeneracion.

Para completar ¢l desarrollo de los embriones somaticos de forma globular, los callos

fueron transferidos a un medio de regeneracion (Valdez ef al 1996). Después de 10 dias se

puede observar como los embriones globulares cambian a una forma semejante a la de un



Fig. 9: Caracteristicas histoldgicas de callos embriogénicos de arroz. A. Callo de 15 dfas con granulos de
almidén almacenados (s). B. Callo de 20 dias con numerosos embriones somaticos (es).
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corazon (Fig.10a), en donde se nota la aparicion de dos protuberancias de forma mas o menos

lobulada, cuyas células poseen denso citoplasma y nucleo muy evidente.

Después de 15 dias, se evidencian algunos embriones somaticos con estructuras
semejantes a primordios foliares (fig.10b). Histologicamente estos poscen células que se tifien
intensamente y presentan divisiones radiales, que daran origen al procambium, posteriormente

estas estructuras forman brotes y luego la raiz, para dar origen a un plantula completa.

Descripcion histologica de callos sometidos al proceso de biobalistica.

Después de realizado ¢l proceso de biobalistica sobre los callos de arroz, seis callos de
los bombardeados con particulas 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 ¢l medio de induccion callogénica, hasta completar los 25 dias. Después
de 24 horas se observo la presencia de puntos de color azul en la superficie de los callos, los
cuales fueron numerosos y conspicuos. Esto indica que el plasmido en las microparticulas que
contenia ¢l promotor que codifica para la enzima Q—glucuronidasa ha penctrado en la célula
vegetal. Sin embargo, como ¢l objetivo fue evaluar e"l impacto de los disparos sobre el tejido
callogénico, se hicieron los cortes histoldgicos de estos callos. Al observarlos con el
microscopio de luz se puede observar que la expresion de la enzima ocurre en aquellas zonas
periféricas de constante crecimiento y de alta actividad meristematica (Fig.11), lo que indica que
los particulas no causan dafio aparente al ser disparadas sobre los callos. Similarmente los callos
que fueron bombardeados solo con las particulas de tungsteno crecieron igualmente bien que ¢l

control, lo que sugiere que la aplicacion del método no causa dafio sobre el callo.






Fig.44: Expresion de la enzima beta-glucoronidasa en estructuras globulares periféricas en
callos embriogénicos de arroz de cinco dias.
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El resto de callos que fueron mantenides en el medio de callogénesis siguieron
creciendo igual que el cultivo control y no presentaron diferencias significativas en la formacion

de callos (F=1.07, P=0.36) al realizar un analisis de varianza de una via.

El total de plantas resultantes de los experimentos de regeneracién muestra que la
cantidad total vy los porcentajes de regeneracion de plantas de los cultivos sometidos al método

fueron muy similares al del control (Cuadro 27).

Cuadro 27: Evaluacion de la capacidad morfogénica de callos sometidos al método de
biobalistica para el cultivar de arroz (Oryza sativa L. CR-5272, después de diez
semanas en medio de regencracion.

Tratamiento Control Tugsteno Tugsteno +
ADN

Total de callos 41 39 45

No contamin. 36 39 45

Con brotes 21 22 27

Total de brotes 35 33 37
Brotes por callo 2 1 1

Total plantas 28 25 30
Promedio plantas/callo & 1 1 1
% callos morfogénicos 4 58 56 60

& No. plantulas verdes / No. callos con brotes?
A No. callos con brotes / No. callos no contaminados x 100.

&7



DISCUSION

El estudio histologico sugiere que los callos embriogénicos se originan del tejido
escutelar del embridn cigético maduro, cuando ¢l explante es colocado en un medio de
induccion callogénica. Esto coincide con lo reportado por Kott v Kasha (1983), Ozias-Akins y
Vasil (1983) en embriones inmaduros de trigo; Armstrong y Green (1985), Kamo et al.(1985)
con embriones inmaduros de maiz; Luy Vasil (1985) con embriones maduros € inmaduros de
Panricum maximum Jacq.; Hartke y Lorz (1989), Koetje ez al. (1989); Yin et al. (1993), Biswas
et al.(1994) con embriones inmaduros de arroz; Raghavam Ram y Nabors (1985); Jones & Rost
(1989), Chowdhry et al (1993), Rueb et @l.(1994), Valdez et al. (1996) con embriones maduros

de arroz.

El uso del término "células predetermunadas a ser embriogénicas” (Haccius 1978,
Williams y Maheswaran 1986), implica que hay ciertas células dentro del explante que poseen
un particular estado metabélico, que los capacita para desdiferenciarse y responder a una serie
de scifales fisiologicas, estimuladas por las condiciones del cultivo. Esto explicaria como

algunas de las células del escutelo se desdiferencian en presencia del 2,4-D, para permitir la

formacion del callo (Fig.8b).

Cinco dias después de la siembra, es notable la iniciaciéon del callo. Histolégicamente
puede observarse una zona de actividad meristemadtica, la cual dara origen a los futuros
proembriones y embriones somaticos. Estas caracteristicas coinciden con lo reportado por

Tisserat y DeMagon (1980), Paterson et al. (1981), Williams y Maheswaran (1986), quienes

88
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ademas destacan que estas células del callo son de tamaiio pequefio, que poseen un citoplasma
denso, nucleo conspicuo, las cuales son indicadoras de un estado relativamente bajo de

especializacion.

A partir de estas observaciones, se podria sugerir que el 2,4-D ejerce una funcion
importante en los procesos de desdiferenciacion celular del parénquima escutelar del embrion,
que estimula los procesos de division y elongacion celular. Estas especulaciones concuerdan con
las de Theologist (1986), Alizadeh y Mantell (1991), quienes proponen que la actividad de las
auxinas en los organos y tejidos vegetales en las cuales es sintetizada o aplicada exdgenamente,
estimula los procesos antes mencionados. Ademas, Michalczuc et al. (1992), destacan que el
2,4-D, también estimula la acumulacion de grandes cantidades de acido indolacético endogeno,
el cual parece mantener la proliferacion callosa. En forma similar, Mitsuoka et al. (1994),

resaltan que el 2,4-D es necesario para la formacion de callos embriogénicos de arroz.

Maeda y Radi (1991), destacan que las células del epitelio escutelar del arroz, actian
como un tejido de absorcion, principalmente de azucares y de los reguladores de crecimiento
vegetales, al aumentar su actividad metabdlica. Esto explicaria como estas células del explante

se desdiferencian con mayor facilidad que el resto de células del escutelo lo que les confiriere

ventaja sobre ¢l resto de células del parénquima escutelar.

Las células que poseen granulos de almidon en forma abundante, fueron evidentes en
callos de 15 y 18 dias, y presentan caracteristicas similares a las de las células de tejidos
vegetales en condiciones naturales; segun Constabel et al(1971), su acumulacion puede ser

importante en el éxito de la embriogénesis v puede ser una caracteristica de las células con
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capacidad para desdiferenciarse y formar embriones. En esta investigacién, pudo observarse
que muchos de los grupos de células asociados a embriones globulares y en la etapa de corazon,
son ricos en granulos de almidon. La acumulacion del almidon por estas células, garantiza su
posterior utilizaciéon a medida que este carbohidrato se agota en el medio de cultivo. Todas las
moléculas de glucosa, liberadas del almidén, como producto de la hidrolisis, serviran para
proporcionar unidades de carbono que se combinaran con compuestos nitrogenados v de esta
manera formaran los aminoacidos, que tendran diferentes funciones durante ¢l crecimiento del
callo. Ademas, pueden formarse polisacaridos, a partir de las moléculas de glucosa hidrolizadas,
que seran importantes en otras funciones del embrion en crecimiento (Esau, 1977), o su
metabolismo proveera la energia necesaria para los procesos de regeneracion (Stamp 1987,

Williams y Maheswaran 1986).

El estudio histolégico demuestra claramente que los embriones somaticos se originan de
grupos de células de las capas mas externas del callo en crecimiento, lo cual parece ser comin
en otras especies (Jane-Ho y Vasil 1983, Gleddie ef a/. 1983, Luy Vasil 1985, Schwendiman et
al. 1988).

En callos de veinte dias se observa una g;an cantidad de proembiones y embriones
somaticos globulares; sin embargo, cuando los callos son transferidos a medio de regeneracion,
se observa una tendencia a disminuir la formacion de brotes iniciales y por las observaciones
histologicas realizadas, el crecimiento de los brotes deberia ser mayor. Esta limitante en la
proliferacion de brotes se debe a que muchos de los embriones somaticos compiten por recursos
y probablemente haya un predominio de los embriones mas 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 fragmentacion de callos embriogénicos para hacer mas efectivo el

crecimiento de los embriones somaticos.

Las observaciones histologicas del crecimiento de los callos de amroz en diferentes
edades, muestran la existencia de una organizacion interna del callo. Esta organizacion consiste
en que a medida que los callos crecen, las capas de células meristematicas externas dan
formacion a grupos de células embriogeénicas y embriones somaticos hacia el exterior. Hacia ¢l
interior del callo, se forman células parenquimaéticas, las cuales van aumentando de tamafio, su
nicleo se tific menos visiblemente y muchas de €stas son muy vacuoladas. En otras es probable
la acumulacion de otros productos del metabolismo del callo como fenoles y materiales
ergasticos (Esau 1977, Schwendiman e o/ 1988). Muchas de éstas células se rompen
posteriormente para dar lugar al crecimiento del espacio interno del callo. De esta forma el callo
crece en superficie y mantiene un aumento gradual de dicho espacio para ¢l intercambio de

gases de estas zonas, lo que favorece el proceso de la respiracion celular.

Una vez que ¢l callo es transferido al medio de regeneracion, los embriones somaticos
adquicren forma de corazon, continuan su desarrollo, hasta adquirir una organizacion bipolar, la
cual se caracteriza por la aparicion de una zona long;tudinal en el embrion somatico, con células
de citoplasma denso, poco alargadas. Schiavone y Cooke (1985), se reficren a éstas como zonas
procambiales iniciales, cuyas células se tifien intensamente por un aumento en la actividad

meristematica y ticnen funciones importantes para ¢l establecimiento de la polaridad del

embrion en crecimiento.
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Callos embriogénicos sometidos al método de biobalistica

Los callos de cinco dias sometidos al método de biobalistica, crecieron igualmente bien
que ¢l cultivo control, por lo que es probable que dicho sistema no cause dafio sobre 1a superficie
del callo al momento de su aplicacion. Christou (1992), Finer et ol (1992), sefalan que la
optimizacion del sistema de transformacion por microproyectiles, no causa dafio en las paredes y
membranas de las células que se desea transformar, pero es importanie considerar el tipo de
tejido tratado, pues de lo contrario se¢ puede causar dafio ya sea por ¢l gas helio, por la solucion
que lleva las particulas o por los microproyectiles mismos. Klein et /. (1990) agregan que la
utilizacion del método de transformacion con microproyectiles, permite la deposicion 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 ef al. (1993), utilizaron el mismo método v tuvieron €xito al tratar

embriones inmaduros y callos embriogénicos de subespecies de arroz japonica € indica.

De manera general, este estudio histologico muestra que los callos embriogénicos tienen
un origen unicelular, a partir de las células del epit%lio escutelar. Los embriones somaticos se
originan de grupos de células con nucleo prominente, de tamafio pequefio, citoplasma denso y
con células adyacentes con abundantes granulos de almidon en su interior. 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 proliferacion de brotes vy el éxito en la

regeneracion final de plantas de arroz
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Por otra parte, la aplicacion de las técnicas histologicas sobre callos sometidos al método
de Biobalistica, sugiere que dicho método no causa dafio sobre las células de los callos
embriogénicos de arroz y hace mas valedera su aplicacion en los procesos de transformacion

genética del arroz.
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CONCLUSIONES

1-Las principales caracteristicas que presentan las células embriogénicas son: niicleo grande con
prominente nucleolo, contenido citoplasmico denso, de tamafio pequefio y con granulos de

almidon. Estas caracteristicas sugieren una alta tasa metabolica.

2-Los callos embriogénicos de arroz muesiran una alta organizacién 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 un embrion somatico de arroz son: fase de

proembrion, fase globular, etapa de corazon hasta la formacion de la planta completa.

4- Los embriones somaticos de arroz son estructuras independientes, que al final no presentan
conexion con el resto de tejido del callo que le di6 origen.

5- El método de transformacion genética por Biobalistica no causa dafio en los callos de arroz,
ya que el crecimiento de éstos fue similar al cultivo control. Ademas, se observd
histologicamente que los callos sometidos a dicho método de transformacion, expresan el gen

marcador (Gus), en las zonas embriogénicas mds externas de los callos de arroz.
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DISCUSION GENERAL

Esta investigacion muestra que es posible la induccién de callos embriogénicos, a partir
de embriones cigdticos maduros. Estos explantes responden efectivamente en un medio MS
(Murashige y Skoog 1962)suplementado con 2.5 mg/l. de 24-D. A pesar de que las lincas
indica han sido consideradas como recalcitrantes en condiciones 7n vitro, se incrementd la
regeneracion en términos de niimero de plantas formadas. Esto fue posible por la aplicacion de
aditivos al medio de induccién callogénica, como lo son 9 mM de L-prolina con 1.5 mg/L de
2,4-D y 90 uM de L-triptofano en combinacion con 1.5 mg/L de 2,4-D. Armstrong y Green
(1985), Chowdhry et al (1993) reportan resultados similares y hacen notar que ambos
aminoacidos promueven tanto la frecuencia de callogénesis como de la regeneracion de plantas.
También se estudid el efecto de ambos aminoicidos en ¢l medio de callogénesis y se demostro

que al combinar bajas concentraciones de ambos, aumentan la regeneracion de plantas de arroz

Tran Than Van (1981), Raghava Ram y Nabors (1985), Adkins et al. (1990), Adkins
(1992), Tsukuhara ¢ Hirosawa (1992) y Rancé et ¢l. (1994), destacan que para que las células
competentes puedan expresar su potencial cmbn'ogéiﬁco, deben de establecerse las condiciones
adecuadas. En este sentido, se pueden sugerir las siguientes condiciones, para el cutivo in vitro
del arroz: 1) tratamiento con temperatura de 10 °C al explante por 10 dias, antes de la siembra.
i) Tratamiento de deshidratacion de los callos por 24 horas, antes de ser transferidos a un medio

de regeneracion, acompafiado de un adecuado fraccionamiento. Este incrementa notablemente la

regeneracion en términos del nimero total de plantas. i) La colocaciéon del callo en frascos
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adecuados, ya que disminuye la acumulacion de compuestos que afectan el crecimiento y

desarrollo de los embriones somaticos.

El analisis histologico de los callos embriogénicos obtenidos, después de utilizar todas
las condiciones mencionadas anteriormente, revela las caracteristicas que identifican a las
células embriogénicas v que las distinguen del resto de células del callo. Entre las mas
importantes estan: su tamaiio pequeiio, citoplasma denso, niicleo grande con nucleolo evidente,
forma isodiamétrica v presentan células adyacentes con abundantes granulos de almidén. Estas
caracteristicas indican que dichas c€lulas poscen una alta actividad metabdlica, lo que explica de
forma general, la formacién de muchos embriones somaticos en los callos de arroz obtemdos en

esta investigacion.

La aplicacion del método de biobalistica, no causa dafio aparente en los callos
embriogénicos tratados con éste. Los callos crecieron similarmente a los no sometidos al método
de transformacién. Las observaciones histologicas revelaron que los microparticulas utilizadas,
penetraron en las zonas globulares embriogénicas de los callos. Con esto se confirma la validez
del método de transformacion por biobalistica en callos derivados de embriones cigbticos

-

mauros.

Los resultados obtenidos en esta investigacion, indican que algunos de los tratamientos
utilizados, promueven los procesos de callogénesis ¢ incrementan la regeneracion de plantas de
arroz, de manera que proveen una alternativa metodologica en los experimentos de

transformacion genética del arroz (Oryza sativa L. ¢cv CR-5272).
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