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paso se logré en 1954 y el segundo se alcanzaria once afios despies (Gautheret
1992).

Estos logros tardaron varios afios desde los trabajos de Duhamel, y
requirieron de la vision de muchos investigadores. Trécul (1853), realizd
experimentos en la formacién natural de callos, trabajé con especies arbdreas
como Robinia, Pawlonia, Ulmus ; comprobando que el tejido de regeneracidn
pravenia no sélo del cambium (observado por Duhamel en sus investigaciones),
sino tfambién del floema, de partes jdvenes del xilema e incluso de los rayos
medulares. Vochting (1878), trabajando de forma similar, enfocd su atencidn
en la polaridad que caracteriza el desarrollo de los fragmentos vegetales. Esto
ditimo fue confirmade por Goebel en 1902, en apoyo al principio de
totipotencia. Sachs (1880-1882) promulgd una teorfa general que establecia la
existencia de sustancias que intervienen en la formacidn ergdnica y se disponen
polarmente en la planta; afirmacidn que fue respaldada por Wiesner en 1884.
Para 1893, Rechinger determind el tamofio minimo que debia presentar un

explante, para permitir la divisién celular (Gautheret 1992).

Finalmente en 1902, el botdnico alemdn Haberlandt, establecid el primer

concepto de la técnica del cultivo de tejidos, afirmando que los resultados al



cultivar células vegetales aisladas de plantas superiores en soluciones
nutritivas simples, conducirfan @ una importante visidn del conjunto de
propiedades y potencialidades que presenta la célula como organisme
elemental, ademds de proporcionar informacién acerca de las interrelaciones e
influencias complementarias a las que estdn expuestas las células de un

organismo multicelular completo ( Lindsey y Jones 1992).

Carrel en 1912 consiguid la proliferacién indefinida de células animales. En
fisiologia vegetal, los progresos tardaron en aparecer. En 1934, White traba jé
con raices de tomate en un medio sencillo a base de sales inorgdnicas, sacarosa
y extracto de levadura. Simultdneamente Gautheret, descubrié que el te jido
cambial de Salix caprea y Populus alba, podian proliferar durante varios meses
tras su aislamiento aséptico; pero que su crecimiento era limitado. Durante los
siguientes cinco afios el reconocimiento de la auxina , dcido 3-indoldcetico,
permitieron realizar avances significativos. En 1939, Gautheret resefiaba la
propagacién del primer tejido vegetal de crecimiento ilimitado (Lindsey vy
Jones 1992).

Los mismos resultados fueron obtenidos a la vez por Nobércourt (1937) y

White (1939). Gautheret en 1955 demostrd las variaciones en las respuestas



de los cultivos con respecto a las auxinas, y observé la anérgia en los te jidos.
Cuando las condiciones del uso de auxinas fue establecido correctamente, se
obtuvieron los primeros cultives de tejidos normales; éxito alcanzado por Ball
(1950) con Seguoia y pesteriormente por Henderson ef al (1952) con girasol
(Gautheret 1992).

Durante los prdximos diez afies se realizaron ensayos para el
establecimiento de los medios de cultivo, se comprabd la eficacia del agua de
coco en la estimulacidn tumoral, se conocid la importancia en el balance entre
auxinas y citoquininas, lo accidn de las giberelinas asi como del dcido absicico.
Murashige y Skoog (1962), al estudiar los requerimientos nutritivos en te jidos
de tabaco, propusieron una férmula que estd caracterizada por la presencia de
altas concentraciones de amonio (NHs) y nitrates (NOs), que permitian un
crecimiento de cinco a siete veces mayor que con los medios utilizados
anteriormente (Gautheret 1992).

Esta fédrmula conocida comoe MS, ha sido la base para la creacidn de medios

de cultivo modificados

como por ejemplo: entre las auxinas mds utilizadas,
con dcido indolacético (AIA), dcido naftalenacético (ANA) y dcido 24-
Diclofenoxiacético (2 4-D); con citoquininas como la Bencilaminopurina (BAP)

( Abdelnour-Esqluivel y Escalant 1994).



El Cultivo in vitro de Tejidos Vegetales

El surgimiento de la Biotecnologia Vegetal y su contribucidn e introduccidn
en cultivares nuevos e incluso el poder prescindir de la planta en su conjunto ha
traide como consecuencia los avances de la técnica de los cultivos de células de

te jido vegetales y de la biclogia molecular (Lindsey y Jones 1992).

En los Ultimos 25 afios han surgido nuevas y poderosas técnicas para
complementar las técnicas tradicionoles; actualmente se define como
biotecnologia, al conjunto de principios cientificos e ingenieriles que se aplican
a procesos de produccidn material a través de agentes bioldgicos, para obtener
bienes y servicios (Arias 1990). La biotecnologia vegetal es un drea de la
biologia, que se estd expandiéndo rdpidamente con técnicas como la fusidn
celular, la transferencia de embriones, técnicas de ADN recombinante, nuevas
técnicas para bioprocesamiento y el cultivo de te jidos vegetales, enfre otras; y
este crecimiento es producto de la integracidn de varias disciplinas que hasta
hace poco se consideraban independientes: la biclogia molecular, la ingenieria
genéftica, la fitopatologia, la fisiologia vegetal, por mencionar algunas (Lindsey y

Jones 1992)



Por cultive in vifro se entiende el conjunto de técnicas y de metodologias
que permiten el cultivo de partes de una planta tales como drganos, tejidos,
células o simples protopldstos; en un recipiente de vidrio con sustancias
nutritivas en condiciones de esterilidad y en un ambiente controlado (Mendoza

de Gyves, 1994),

Existen dos vias morfogénicas para alcanzar la regeneracidn de una planta a

través de un explante: La morfogénesis directa, la cual se realiza a partir del

propio explante (generalmente tomado de los meristemos sin diferenciacicn) y
su induccidn al proceso de organogénesis, dando lugar a la formacién de raiz
(rizogénesis) o brotes (caulogénesis); o bien se puede inducir la formacion de
embriones somdticos a partir de célulos somdticas. Por otro lado, la

morfogénesis indirecta, consiste en la formacidn previa de un callo que puede

considerarse como la desdiferenciacion de un tejido orgenizado (Lindsey y
Jones 1992); y posteriormente ser inducidos los procesos de organogénesis o
de embriogénesis. Asi mismo por ésta via se puede mantener un subcultivo de
callos indefinidamente. Ambas rutas tienen como ob jetivo final la regeneracidn

de una planta completa (Kuan y Ospina 1990) (Anexo 1).



Entre las técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales, hay varias que
pueden ser aplicadas conjuntamente, permitiendo asi que los logros alcanzados
en un drea de investigacidn dependan en gran medida del éxito en otras dreas
(Smith y Drew 1990). Las fécnicas estdn enfocadas al mantenimiento de la
estabilidad genética, son especialmente valicsas para acelerar los métodes
convencionales de cultivo y propagacidn, reduciendo las necesidades de espacio
y trabajo (Lindsey y Jones 1992). Smith y Drew en 1990 identifican ocho
técnicas como las de mayor aplicacidn: a) Cultivo de embriones, b) Cultivo de
meristemos, ¢) Micropropagacidn, d) Variacién somaclonal, e) Seleccidn in vifro,

f) Cultivo de anteras, g) Cultivo de protoplastos, h) Embriogénesis somdtica.

La embriogénesis somdtica es el procesoc mediante el cual las células
somdticas haploides y diploides, se desarrollan hacia plantas diferenciadas a
través de los estados embriogénicos caracteristicos pero sin la fusién de
gametos. Este proceso ocurre de forma natural en numerosas especies, tanto
en tejidos repreductivos como en tejidos somdticos (Williams y Maheswaran
1986),

Los primeros resulfados a favor de esta teoria, fueron obtenidos

simultdneamente por Reinert y Steward ef al en 1958: estos investigadores




lograron inducir la formacién de embriones somdticos a partir de raices de

zanahoria (Abdelnour-Esquivel y Escalant 1994).

En todos los sistemas, las células embriogénicas presentan una serie de
caracteristicas similares a las células meristemdticas de rdpida divisién lo que
incluye un tamafio pequefio, contenido citoplasmdtico denso, nicleo alargado con
nucleolo prominente, pequefias vacuolas y presencia de grdnulos de almidon; sus
propiedades histoquimicas y ultraestructurales sugieren una sintesis intensiva
de ADN y gran actividad metabdlica. Para la embriogénesis indirecta | via callo
o suspensidn celular, se crea un grupo compacto de células embriogénicas
conocide como el comple jo proembrional, del cual se desarrollan los embriones

(Williams y Maheswaran 1986),

Con sus trabajos, Williams y Maheswaran (1986), asi como Zimmerman
(1993); han demostrado que en varios aspectos los embriones somdticos
mantienen una similitud con los embriones cigdticos. En general estos dos
métodos son morfoldgicamente idénticos desde el estado globular del embridn,
en adelante. Pueden presentarse diferencias en el nimero de células o en el

grado de expansidn de las mismas en diferentes estadios; los embriones



somdticos pueden presentar patrones de segmentacidn temprana un tanto

desiguales a los embriones cigdticas, asi como pueden formar un nimero mayor

de cotiledones con respecto a lo normal, o la fusién de los mismaos.

Medios de Cultivo

Un medio de cultive incluye macroelementos ( CHON/PKSCaMg) y
microelementos (B,Zn,Mn,CuMoFe Cl) en concentraciones adecuadas. Varios
de éstos tienen diferentes formas de ser asimilados por el tejido explante.
Dado que pueden surgir problemas de toxicidad para el explante, debe
confrolarse la concentracidn de éstos elementos por ajustes de pH (Kuan y

Ospina 1990; Krikorian 1991).

Los carbohidratos utilizados en los medios de cultivo como fuente de
carbono para la célula vegetal son sacarosa (sucrosa), dextrosa (glucosa) y
fructuosa. En algunos casos, el uso de sorbitol y de manitol es para mantener la
presidn osmdtica del medio (Kuan y Ospina 1990). Las vitaminas son parte del
complejo de nutrientes requeridos en el medic de cultive y favorecen el
crecimiento celular, enre ellas estdan : Tiamina (B,), Piridoxina (Bs), dcide

nicotinico (Bi), dcido pantoteico complementado con calcio (Bs), Cobalamina
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(Biz) (Kuan y Ospina 1990; Krikorian 1991). Los reqguladores de crecimiento en
el medio de cultivo son determinantes para el metabolismo de las células
vegetales, ya que en poca cantidad pueden inducir, inhibir o cambiar la

fisiologia y morfologia de las plantas (Dixon 1987).

En 1978, Kohlenbach, continuando estudios realizados por Halperin y
Wetherell (1964), y el de otros investigadores; concluyd que la presencia de
auxinas en el medio, si bien es de importancia para la induccién de la
embriogénesis, la presencia de altas concentaciones en ciertas etapas del
desarrollo embrional no permitia la formacién normal de los embriones, dando
lugar a estructuras sin una clara definicién morfoldgica que le dan al callo un
aspecto nodular. Estas estructuras se caracterizan por pequefias células
superficiales con citoplasmas denses, con tendencia a un crecimiento
desorganizado. El mismo autor realizéd estudios con el segundo requisito
escencial de la embriogénesis que es el suministro suficiente de nitrdgenc en
forma de amonio (NHa4) y nitrato (NQOs); también se puede complementar con
las concentraciones de nitrdgeno orgdnico provisto por aminedcides tales como
la glutamina y alanina, la caseina hidrolizada o por el agua de coco (Abdelnour-

Esquivel y Escalant 1994). Las citoquininas se han descrito como inhibidoras del
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proceso de embriogénesis somdtica, aunque algunos estudios demuestran que
ésta afirmacién no puede generalizarce, como en el caso del arroz (Oryza

sativa L.), (Kolenbach 1978).

Monnier(1974), estudiando diversos factores observd que la fuente principal
de carbohidratos para embriones, era la sacarosa, cuyes concentraciones
varian de acuerdo al tamafio del embrién cuando es extraido. Notd la supresisn
en el crecimiento de la raiz con el uso de kineting, y la formacidén de embriones

largos y delgados al usar giberelinas en los medies de cultivo.

Entre los factores fisicos, Abdelnuor-Esquivel y Escalant (1994), detallan a
nivel general la influencia de éstos factores sobre el cultivo de tejidos
vegetales. El pH por e jemplo, es especifico para cada tipo de planta, por lo que
es necesario ajustarle a los requerimientos de la especie en estudio; sin

embargo, el pH adecuado puede oscilar en un rango de 45 a 7 para las plantas.

La intensidad y calidad de la luz es muy baja, se recomienda mezclar
diferentes tipos de luz en una misma sala para tener diferentes longitudes de

onda. Con respecto a la temperatura, ésta se puede fijar en funcidn del tiempo,
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ya sea de acuerdo con los periedos de luz y oscuridad o por horas (Kuan y

Ospina 1990). Usualmente la temperatura del cuarto de cultivo se mantiene
alrededor de los 25 C. Algunas especies pueden requerir variaciones en la
temperatura de acuerdo a su tratamiento y para un mejor crecimiento (Dixon

1987).

La mayoria de las investigaciones se han enfocado en definir el adecuado
medio de cultivo para cereales y muy pocos han considerado el efecto del
infercambio de gases alrededor del cultivo. En los sistemas relacionados con la
formacién de callos en cereales, el intercambio directo de gases entre el
tejido y el aire, estd limitado por las envolturas de proteccidn colocadas
alrededor del recipente como prevencidn a la contaminacidn microbacteriana y
para reducir la deshidratacidn. La cantidad de tejido presente, el tamafio del
tejdo vegetal utilizado como explante, el tamafo del recipiente y las
condiciones del cultive: incluyendo temperatura y densidad de luz, son factores
que influyen sobre las distintas respuestas morfogénicas. Bajo estas
condiciones la acumulacidn de gases puede afectar los tejidos en desarrolle,

tanto promoviendo crecimiento y diferenciacidn; asi como, en el caso de otras




13

emisiones voldtiles, se ha demostrade que pueden retardar el crecimiento y

promover necrosis ( Adkins ef a/ 1990; Adkins 1992),

Otros Componentes

El didxido de carbono en grandes concentraciones estd presente en el
cultivo de varias especies, asociado generalmente con el etileno (Zobel 1987,
citado por Adkins 1992). Estas altas concentraciones tienen efecto sobre la
respiracidn; la fotosintesis y por lo tanto en el crecimiento del tejido vegetal
En cultivo de meristemos, la proliferacidn de brotes es promovida por la
presencia de CO;, posiblemente por su accién en la fotosintesis (Infante et al.
1989; Righette ef al 1990, citados por Adkins 1992); sin embargo, en callos
heterotrificos y cultivos celulares, altas concentraciones de €0; a menudo
inhibe la proliferacién de brotes y no tiene efecto alguno sobre el crecimiento,
tal como se evidencié en experimentos con Daucus y Catharanfes (Tate y Page

1991, citados por Adkins 1992).

En arroz, el intercambio de gases en la atmdsfera envolvente puede ser

afectado por las condiciones ambientales del cultive especialmente por la

temperatura y la luz; los cultivos de callos creciendo en condiciones estandar



sobre un medio de proliferacién pueste en cajas Petri, utilizan oxigeno y
producen didxido de carbono y etileno: en un estudio realizade con el cultivar
de arroz indica IR42, se encontrd un 5% de oxigeno, 12% de CO; y 12ppm de
etileno. El agotamiento del oxigeno conjuntamente con la mayor produccién de
diaxido de carbono, etileno y precursores de acetaldehidos, se traduce a una

reduccion en el crecimiento del tejido y a una necrosis progresiva del mismo

(Adkins 1992).

Investigaciones en Arroz

La regeneracion en las plantas de arroz, ha sido obtenida en cultive in vitro
de tejidos vegetales a partir de callos inducidos a través dei a) Apices
radicales de arroz con la accidn del 24-D (Yatasawa et al 1967). b)
Embriogénesis somdtica (Williams y Maheswaran 1986); c) Via protoplastos en
genotipos de arroz indica, por ser cultivares importantes como fuentes de
alimento en regiones tropicales ( Lee er al 1989; Wang et a/ 1989: Yin et al
1993); d) Cultivo de anteras (Arias 1990); e) Utilizando protoplastos de tejidos

aislados de la base foliar (Gupta y Pattanayak 1993).



Varias investigaciones han demostrado que la induccién callogénica y la
regeneracidn de plantas de arroz, es posible controlarlas genéticamente, tal es
el caso de trabajos como los realizados por Siriwardana y Murray (1983):
Chowdry ef al (1993); Mitsuoka et a/(1994); asi como los realizados por

Sivamani et al (1996).
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Descripcion Botanica

Es una graminea anual de crecimiento determinado, su sistema radicular
comprende las raices seminales o tfemporales y las adventicias o permanentes;
alcanza alturas entre 50 y 150 centimefros. Algunas especies presentan
dormancia, lo cual segiin alguncs autores, es mds notorio en la subespecie indica

( Parsons et al 1982).

El tallo estd formado por una serie de nudes y entrenudos, El nude lleva una
hoja y una yema que puede desarroliarse o constituirse en un hijo. El entrenudo
maduro es hueco y de longitud variable, aumentando desde los inferiores a los
superiores. Las flores de la planta de arroz estdn agrupadas en una
inflorescencia llamada panicula (Centro Nacional de Tecnologla Agropecuaria y

Forestal, CENTA 1995, Anexo 2).

Requerimientos de clima y suelo

El arroz es una de los plantas mds adaptables a diversas condiciones
ambientales, coma es el clima, el CENTA (1995) hace notar que este cultivo se
adapta de 0 a 800 msnm y en las regiones tropicales puede adaptarse hasta los

1500 msnm. Las temperaturas dptimas generalmente oscilan entre 20 y 30 C;



aunque algunos investigadores sugieren que puede germinar atnh a 12 C, esto
varia de acuerdo ol estado de desarrollo de la planta; sin embargo, el
requerimiento mds critico en su produccidn es la disponibilidad de agua. Con
respecto al suelo, puede crecer en condiciones arenosas hasta suelos pesados
de textura franco arenose, incluyendo aquellos con problemas de drenaje
interno y externo. Existen varios genotipos cada uno de las cuales se adaptan a
una regidn en especial; estas variedades perfenecen a los siguientes grupos y
razas geogrdficas: -Grupo /indica, -Grupo japonica, -Grupo jfavanica (Parsons ef

al. 1982).

Situacion del Cultivo de Arroz en El Salvador

Los fendmenos naturales en nuestro pais se caracterizan por presentar
variaciones abruptas; de sequia exfrema a prolongadas inundaciones vy
viceversa, causando todo esto dafios a las cosechas y por consiguiente permite
la proliferacidn de plagas y enfermedades las cuales causan grandes pérdidas
monetarias al agriculfor; es en este sentido que los paises de Centroamérica
estdn actualmente realizando esfuerzos tendientes a mejorar las condiciones

de tecnologia y produccidn (Paniagua y Portillo 1989).
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Debido a que el sector agropecuario ha experimentado cambios dramdticos
en el drea politica y comercial a partir de 1989, el peso de| sector en términes
econdmicos ha disminuido significativamente; sin embargo, en términos de

impacto social sigue siendo importante (CENTA 1995).

El CENTA como instituto generador de tecnologia para el agricultor, ha
evaluado diversas variedades como lo son: X-10, CICA-4, CICA-6, NILO-1,
NILO-3. MASOL-1 y CENTA-1; que fueron recomendadas en El Salvador para
1981 (CENTA 1981) ( Caracteristicas Bdsicas de las Principales Variedades de
Arroz Recomendadas en El Salvador, 1981 Anexo 3). Con la base tecnoldgica y
la capacidad de los competidores para aprovechar el recurso, debido a que
algunas variedades recomendadas en 1981 se tfornaron suscepfibles a
enfermedades; en 1993 la variedades recomendadas por el CENTA fueron
CENTA A-1, CENTA A-2, CENTA A-3, CENTA A-4, CENTA A-5, CENTA A-6,
con lo que se pretende aumentar el rendimiento por unidad de drea (CENTA
1995) (Cuadro: Caracteristicas Agrondmicas de las Variedades de Arroz

Recomendadas por CENTA para El Salvador 1993, Anexo 4).




20

Para 1997 las variedades recomendadas por el CENTA, y con mayor demanda
por el agricultor, son las variedades CENTA A-5 y CENTA A-6, esfo es
producto sin duda de sus caracteristicas agrondémicas de muy buen vigor,
resistencia al acame, desgrane, resistencia a Pyricularia hoja y Pyricularia
cuello, ademds de su rendimiento de 138 y 140 QQ/Mz respectivamente

(Servellén 1997. Comunicacién personal)!

Aplicacion de Biotécnicas

La aplicacidn de los biotécnicas en la agricultura se pueden enmarcar en el
me joramiento nutritive y de calidad de las plantas, mediante el enriquecimiento
de sus condiciones protéicas, forma, color, textura, entre otras; lo mismo que
en el desarrollo de la capacidad genética de las plantas para conferirles
resistencia a plagas y enfermedades; asi como también, en el desarrollo de

plantas en condiciones adversas de la naturaleza (Mendoza de Gyves 1994).

Las técnicas de cultivo in vitro de tejidos vegetales permitirdn en forma mds
exacta los cambios requeridos por las plantas para obtener un mejor

desarrollo. Esto implicard, por una parte, incrementos sustanciales en los

' Ing. Ramdn Eduardo Servellén, Seccion de Fitome joramienio. Centro Nacional de Tecnologia Agropecuaria
y Forestal, CENT A
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rendimientes por unidad de superficie, reducciones importantes en los costos
de produccién por incremento en la productividad; asi como, por economias en
los costos de fertilizacion y control quimico de plagas y enfermedades

(Mendoza de Gyves 1994).

En el caso del arroz, fué el primer cereal con el que se iniciaron las
investigaciones con la aplicacién de biotécnicas. El cultivo in vitro de te jidos de
arroz, comenzd en Japdn en los afios sesenta, siendo en 1964 cuando se obtuvo
por primera vez la induccidn de callos por Furashashi y Yatazawa (citados por
Arias 1990). El cultive /n wiro de tejidos vegetales permite realizar la
seleccion genética en el laboratorio, reduce los costos en programas de
evaluacion de campo ya que se realizan en cortos periodos de tiempo,

permitiendo a la vez el establecimiento de bancos de germoplasma.

Dentro de las técnicas de cultivo /in witre mds utilizadas en arroz, lo
embriogénesis somdtica presenta varias ventajas. Desde los primeros
resultados de esta técnica al inducir la formacidn de embriones somdticos a
partir de raices de zanahoria, hace mds de treinta y cinco afios por Steward y

Reinert, esta técnica ha sido reconocida como una importante via de
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regeneracién a partir de sistemas de cultivos celulares, asi como un modelo
potencial para estudiar los eventes morfogénicos y regulatorios que ocurren en
los estadios embrionarios: comprendiéndose asi lo regulacidn en la expresidn de
genes en las etapas primarias del desarrollo del cigoto fertilizade hacio el
embrién maduro (Zimmerman 1993). A pesar que los cereales son un grupo
reconocido como “recalcitrantes” para su manipulacién en el laboratorio;
grandes avances se han logrodo en la utilizacidn de esta técnica en orroz
( Sivamani ef al 1996). Pora Rueb, 1992, la suspensidén de células embriogénicas
ha sido seleccionada por la gran capacidad de division celular obtenida, aun
cuando el establecimiento de tales cultivos es laborioso, la embriogénesis
somdtica resuelve el problema de pérdida de lo copacidad de regeneracién de
estas plantas.

La técnica de embriogénesis Somdtica en Oryza sativa L , ha sido

ampliamente estudiada o portir del cultivo de meristemos, raiz, embriones
madures e inmaduros, o trovés de protoplastos y mediante los estadios

tempranos de la inflorescencia; cada uno de ellos ha reportado evidencias

morfogénicas e histolégicas de dicha técnica, como lo es la iniciacidn de
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embriones somdticos en células del epitelio escutelar del grano de arroz, asi
como, el desarrollo anatdmico del embridn maduro (Jones y Rost 1989).
Williams y Maheswaran en 1986, evidenciaron a través de ésta técnica, que
para una embriogénesis indirecta, via callo o suspensién celular, los reguladores
de crecimiento son requeridos no solamente en la desdiferenciacién de las
células del material explante, sino también en la determinacidn del estado
embrional; sugiriendo con esto, la necesidad del balance entre auxinas y

citoquininas para una mayor regeneracidn de plantas.

En la década pasada, grandes investigaciones se han llevado acabo con arroz,
siendo el propdsito el establecer un sistema eficiente y confiable de
transformacién genética. Actualmente dos técnicas estdn siendo las mds
utilizadas: a) Electroporacién de protoplastos, y b) Bombardec de
microproyectiles a embriones inmaduros o callos embriogénicos. Ambas han
generado buenos resultados en la transformacién de subespecies japdnicas de
arroz; recientemente la transformacién por Agrobacterium, provee una técnica
alternativa para la transformacion de protoplastos. Sin embargo es el método

de biobalistica el mds utilizade ya que reduce el tiempo de regeneracién de las
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plantas transformadas y proporciona una alta fertilidad de las mismas

(Sivamani ef al 1996).

En contraste con las variedades japdnicas, las subespecies indicas de Oryza
sativa ; a pesar de fener una mayor importancia econdmica por sSu gran
consumo a nivel mundial y ser las predominantes en nuestros paises, presentan
una mayor dificultad en su transformacién, debido a que su capacidad de
regeneracién e mucho mds baja. Adn cuando algunos estudios han tenido éxito
con estas variedades, no han gozado de gran popularidad; ya sea por la
comple jidad de la técnica utilizada o por la baja productividad de la misma. Al
no haber un protocolo de cultivo de tejido propio para el desarrollo y
regeneracidn de callos para variedades indicas de arroz; ajustes en las
condiciones del cultivo llevardn a optimizar la induccién de callos, su

propagacidn y la regeneracidn de plantas diferenciadas (Sivamani et a/ 1996).

Es con base a lo anterior y conociéndo lo importante que es para el pais,
fomentar investigaciones que nos permitan alcanzar y dominar las técnicas

actuales de desarrollo; que éste estudio bdsico se llevé acabo, sentando las
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bases para posteriores trabajos que evalien puntualmente los resultados aqui

obtenidos.
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FIGURANZ 1.
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Vista General del Laboratorio de Cultivo de Tejidos de
Escuela de BiologTa.

FIGURA NE 2. Cdmara de Flujo Laminar.
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TECNICAS IN VITRO

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

Inicialmente se procedid a la preparacién de todas las soluciones Stock, las
cuales contienen: macronutrientes, micronutrientes, complejos vitaminicos,
reguladores de crecimiento, entre otras sustancias ( Anexo 5, Protocolo de
Medios de Cultive Murashige y Skoog 1962), una vez se realizaron las

soluciones se colocaron en condiciones de femperatura entre los Oy 5 C

A continuacidn en un Erlenmeyer con capacidad de 1000 ml se adicionaron las
cantidades de soluciones Stock correpondientes para preparar un litro de
medio de cultivo, finalizado lo anterior se agregaron 30 gL* de sacarosa
comercial y se aford hasta alcanzar los 1000 ml, todo lo anterior se realizé en
constante agitacidn, posteriormente se midid el pH de la solucidn hasta
alcanzar los 5.8, al término de esta fase y continuando la agitacién del medio se
adiciond 8 gL" de Agar. Finalmente se llevd al autoclave por 20 mina 120 Cy a

15 Lb de presidn por pulgada cuadrada.



jl\.l

FIGURAS N2 3 v 4
Preparidcidn de Medips de
Cultiva, M5 Bésico v

sus modificaciones.
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FIGURAN® 5, Homogenizacidn del Medic de Cultivo.

-

FIGURANE 6. Decantado de 15m] de Medio de Cultivo en frascos Serber.



FIGURANKS 7. Esterilizacidn del Medio de Cultivo en un Auboclave

e Mesd.

FIGURANE B. Freparacion de Material de Siembra.
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TRATAMIENTOS

Se realizaron cinco tratamientos: \e. &/

I Germinacidn: En éste experimento no se agregd reguladores de crecimiento
al medio de cultivo, Murashige y Skoog 1962, ya que se realizd para comprobar
la viabilidad de la semilla obtenida. Se llevé acabe un solo experimento para
cada variedad de arroz y los callos se colocaron en condiciones de oscuridad

durante dos semanas.

II Adicién al medio de cultive de 2,4-D: El 2 4-Diclorofenoxiacético es una
auxina artificial, la cual fue ofiadida en tres concentraciones de, ImgL " 2mgL "’
y 3mgL™" ., al medio bdsico utilizado. Se realizaron tres verificaciones de éste
tratamiento, y los callos obtfenidos se subcultivaron en un medio de

regeneracion,

II Adicién de L-Triptofano: Para éste tratamiento se seleccionaron los
me jores datos obtenidos con los tratamientos de 2,4-D y se conjugaron con
tres concentraciones de L-triptéfano, las cuales fueron de, 20pmL™" 40pmL™"

60umL™" para el mismo sdlo se tomaron en cuenta las variedades de arroz que



habian tenido éxito con el tratamiento anterior, quedando las combinaciones,

de las concentraciones de la siguiente manera:

Cuadro 1. Arreglo de tratamientos de 2,4-D y L-triptéfano

2,4-D //L-Trip. 20um/L 40m/L 60m/L
Img/L imgL" + 20pmL"  |ImgL'+40pmL?  |1mgL'+60pmL"
2mg/L 2mgL” +20pmL" | 2mgL” +40pml" | 2mgl'+60pmL "

El tratamiento tuvo una repeticidn y los callos obtenidos se colocaron en un

medio de regeneracidn.

IV Optimizacion del Medio de Cultivo:

a) A partir del experimento anterior, se seleccionaron los me jores resultados

de la combinacidn entre 24-D y L-Triptéfano. Esta primera optimizacién

del medio fue el afiadir 5ml y 10ml de "agua de coco”, para aumentar los

niveies de nutrimentos en el medio, posteriormente se colocaron en medio

de regeneracidn.
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Cuadro 2. Arreglo de concentraciones entre 2,4-D+ L-Triptéfano + “agua

de coco”

2,4-D+L-Trip.//AC 5ml 10ml
ImgL" +20pmL" ImgL*+20umlL"//5AC | 1mglL'+20pmL"//10AC
2mgL ™! +20mL " 2mglL"'+20pmL"//5AC | 2mgL '+20pmL"//10AC

b) En el siguiente tratamiento se trabajd con las mismas concentraciones de
2.4-D y L-Triptéfano, que en el apartade anterior ( Img/L 2 4-D + 20um/L
L-Triptéfano, y 2mg/L 24-D + 20pm/L L-Triptéfano), manteniéndose las
variedades seleccionadas. Esta nueva adicién consistié en agregar 30gL™!
Sacarosa Reactivo en sustitucidn del azicar comercial utilizada hasta el

momento.

V Estrés Hidrico (Deshidratacion): Como dltimo tratamiento se selecciond la
variedad de mayor éxito durante todos los experimentos, en el cual los callos,
después de haber estado durante fres semanas en medio de callogénesis,

fueron fraccionados y sometidos a deshidratacidn durante 24 h sobre papel




3a

filtro previamente esterilizado, y aislados en placas Petri selladas con pldstico
marca Plastic rap Diamond: posteriormente se colocaron en condiciones de
oscuridad. Pasadas las 24 h se cultivaron en un medio de regeneracidn. Todos

los resultados se registraron en una hoja de recoleccién de datos( Anexo 6).

Haciendo uso de la cdmara de flujo laminar | se procedid a vaciar el medio de
cultivo en frascos Gerber previamente esterilizados en el autoclave; finalizado,
estos fueron debidamente sellados con tapas de papel aluminio y pldstico para
microondas marca Plastic rap Diamond, todo con el propdsito de evitar la

contaminacién, se identificaron debidamente y se almacenaron en esfantes

secos y protegidos de la luz. P

SELECCION Y DESINFECCION DE MATERIAL EXPLANTE

El material explante se mantuvo entre los 0 y 5 C, luego se procedid a
seleccionar y descortezar los granos de apariencia sana, inmediatamente cada
variedad se colocd en un Erlenmeyer de 125 mi ol cual se le agregé Hipoclorito
de Sodio al 3% mds dos gotas de Texapdn, se manfuvieron en ésta solucién por

alrededor de 30 minen constante agitacidn, posteriormente se lavaron 5 veces



FIGURANE 9. Seleccidn del Material Explante.

FIGURANZ T10. Descartezado de los Granos de

Aparigncia 5ana,
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con agua destilada estéril y se de jaron en remajo durante aproximandamente 6

a B horas anfes de proceder a su siembra.

SIEMBRA DE EXPLANTES

Haciendo use de la cdmara de flujo laminar, previamente desinfectada con
alcohol 90%, con el auxilio de pinzas y bisturies esterilizados, observando a
fravés de un microscopio estereoscopio; se procedid ha extraer el embridn
cigdtico maduro de cada uno de los granos de arroz, como primer paso se retird
la aleurona para dejar al descubierto el embridn, el cual fue colocade de forma
que la regidn escutelar quedara en contacto con el medio de cultive contenido
en los frascos Gerber. Se sembraron 5 embriones por frascos hasta totalizar
50 para cada una de las variedades ocupadas segin fratamiento. Finalizada la
siembra, cada uno de los frascos fue sellado con pldstico para microondas
marca Plastic rap Diamond e identificados de acuerdo al tratamiento que se
ralizaba. Todo el material fue puesto en estontes en oscuridad, y a

temperatura de 25 a 28 C y por aproximadamente 3 semanas (Anexo 7).



FIGURANE 11. Extraccion del Embeidn

e

Cigdtico Maduro de cacda grano de Arroz.

FIGURANE 12. Siembra del Material Explante [embridn) en el

Medio d8 Cultivo:



SUBCULTIVOS A MEDIO DE REGENERACION

Transcurridas de tres a cuatro semanas, todo el material callogénico
resultante de todos los tratamientos: fueron transferides a un medio de
regeneracion Murashige y Skoog (1962) conteniendo 0.05 mglL' de dcido
naftalenacético y 0.5 mgl"' de benzilaminopurina depositado en frascos Gerber

esterilizado de la misma forma que en el apartado anterior. Se colocaron un
aproximado de 5 callos por frasco tomando en cuenta el tamafio de estos para
dar lugar a su crecimiento . Se colocaron en estantes bajo condiciones de luz

blanca durante 8 horas y a temperatura de 27 C por un periodo de cuatro

semanas, en espera del desarrollo de las pldntulas.

ANALISIS DE DATOS

Para el andlisis de los datos se trabajé con estadistica descriptiva como lo
es la media aritmética, desviacién estandar; también se calculé el porcentaje
de callogénesis (Anexo B):

% callogénesis = # de callos obtenides/# de callos sembrados

y el porcentaje de callos a medio de regeneracisn:

% a MSR =#de callos selecionados a MRS/# de callos ebtenidos



FIGURANK2 13, Pasadas 3 s 4 semanas de formado 21 callo en
condiciones de oscuridad.

FIGURANZ 14. Seleceidn de Callos & Medio de Regeneracidn.



JGLURANE 15. Fraccionamiento del callo.

FIGURA NE& TB. Subcultivao a Medio de Regeneracidn.



FIGURANE 17. Callps a Medic de Regeneracidn en Condiciones de 16 horas

S

luz.

FIGURANE 18, Estantes de Almecenamiento.
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unos cuantos embriones aislados lograron producir callo pero este no llegd a
desarrollarse en las semanas de duracidn del experimento. La segunda
variedad, CENTA A-4, no presentd formacidn de callo alguno ( el material
explante se necrosd depués de dos semanas) con ninguna de las
concentraciones. El experimento también demostré que las mejores
concentraciones para la produccidn de callos eran: a) Img/L donde las
variedades CENTA A-1, CENTA A-6, X-10 y Keybonnet tuvieron una produccidn
callogénica del 100%, siendo la variedad Keybonnet la de mayor proporciin de
callos a medio de regeneracidn con un 70%; las variedades CENTA A-2, CENTA
A-4y CENTA A-5, no desarrollaron callos para ésta concentracion (Figura 19);
y b) 2mgL™ con una produccién de callos del 100% para las variedades CENTA
A-5, CENTA A-6, X-10 y Keybonnet y un 60% para CENTA A-1, con un 70% de
callos a medio de regeneracién de la CENTA A-5 (Figura 20); ya que los callos
obtenidos con estas concentraciones eran de mayor tamafio y de aperiencia
sana, no se necrosaban rdpidamente, presentaban una coloracion amarillo-pdlido
que probablemente sea un indicador de la obtencidén de callos morfogénicos.

La concentracién de 3mg/L de 2,4-D resulta ser tdxica para los mismos,
observdndose principaimente una necrosis masiva del tejido. Algunas

variedades como CENTA A-6 formaron callos de crecimiento normal en
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presencia de ésta concenfracidn, pero aun asi los callos producides eran de
menor tamafo, de coloracién amarille intenso, y su necrosis comenzd a las dos
semanas de sembrado el explante.

El tratamiento arrojé los primeros indicios de las variedades de me jor
respuesta, siendo estas las variedades Keybonnet, X-10 y CENTA A-5: las
variedades CENTA A-1Y CENTA A-6, tuvieron asi mismo buena produccidn de
callos pero estos eran de menor tamafio y tendientes a necrosarce con mayor

rapidez que en las variedades restantes.

Adicion de L-Triptéfano

Solo dos concentraciones fuercn utilizadas en este experimento (Imgl™”’ vy
2mgL" de 24-D), que requeria la combinacidn de las mismas con fres
concentraciones distintas de L-Tritdfano ( 20pm/L, 40um/L, 60m/L), la unidn
de ellas fue aplicada al medio de cultivo, las cinco variedades utilizadas para
este experimento fueron CENTA A-1 CENTA A-5 CENTA A-6, X-10 y

Keybonnet.

Las figuras 21 y 22 muestran, los datos obtenidos de la primera siembra,

que consistié en las dos combinaciones de ImglL '+ 20pm/L™ y 2mgL™! +20gm/L"
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de 2,4-D y L-Triptéfano respectivamente. Para la combinacién de ImgL™ (2,4-
D) mds 20gmL™" (L-Triptéfanc) , en general todas las variedades utilizadas
tuvieron una buena respuesta a los medios de callogénesis y regeneracidn (Fig.
21) , produciendo callos grandes de color amarillo claro, poco desarrollo de
raiz, y sin necrosis temprana; la excepcidn en esta fase fue la variedad CENTA
A-1 que fuvo buena produccidn de callos pero estos eran pequefios, de rdpida
necrosis en el perimetro del callo y de un color amarillo oscuro; la variedad
CENTA A-6 presentd la menor proporcidn de callos a medio de regeneracion
con un 62%.. La variedad Keybonnet tuvo el mismo porcentaje de callogénesis y

de transferencia a medio de regeneracicn.

Los resultados de la concentracisn 2mglL” (2,4-D) mds 20mmL’ (L-
Triptofane) (Fig. 22), fueron de un 100% de callogénesis para todas las
variedades, la diferencia radicd en los porcentajes de callos a medio de
regeneracion siendo de 44% para la variedad Keybonnet, que fue la de me jor
respuesta; el tamafio de los callos fue mucho mds pequefio pero con las mismas
caracteristicas de coloracion y enraizamiento que con la concentracidn

anterior.
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La sequnda siembra de este tratamiento se realizd con las combinaciones de
ImgL" y 2mgL™" de 2,4-D, con la segunda concentracién de L-Triptéfano de
40pmL",

La siembra, en concentracién de 1mglL'(2,4-D) + 40pmL(L-Triptdfane),
arrojé como resultados un notable descenso en la produccién y calidad de los
callos obtenidos. Unicamente la variedad CENTA A-6 tuvo un 100% de
callogénesis, la totalidad de estos callos no eran viables para pasar a medio de
regeneracién debido a que eran muy pequefios, y no presentaban las
caracteristicas morfogénicas deseadas; los callos obtenidos de la variedad
CENTA A-5 se dejaron un par de semanas mds para registrar su desarrollo,
pero comenzaron a necrosarce, lo que acelerd su paso a un medio de
regeneracion (Fig. 23). Entre ambas concentraciones evaluadas hubo ciertas
diferencias en el porcentaje de produccién de callos, la segunda combinacidn
(2mglL'(2,4-D) + 40umL'(L-Triptdfana) ), tuvo una mejor produccién de callos
( 100% para todas |as variedades) y hubo una me jor respuesta de éstos para su
paso a medio de regeneracidn (Keybonnet con un 58%) (Fig. 24). Sin embargo
de forma general se observé una disminucidn en tamafio y una coloracidn mds

oscura de les mismos., No hubo necrosis sino hasta transcurridas cinco semanas
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después de las siembras, ésta comenzd por la periféria del callo hasta cubrirlo
todo.

La tercera siembra se realizé con la dltima combinacién entre 24-D y L-
Tritéfano en concentraciones de ImgL'+60ummL" y 2mgL'+60pmL" . A este
nivel los callos obtenidos eran muy pequefios, muy adheridos al embridn, el
desarrollo de raiz se presentaba disminuido, las cuales fueron mds gruesas que
las anteriores; la coloracién del callo erd casi parda y la necrosis comenzd

cuando apenas habia transcurrido semana y media de su siembra.

La figura 25, demuestra que las variedades Keyannet y CENTA A-1, tuvieron
los mayores porcentajes de callogénsis ( 100% y 90% respectivamente) no asi
en los porcenta jes a medio de regeneracién donde la variedad CENTA A-5 tuveo

los me jores resultados (56%).

La figura 26, evidencia que las variedades de me jor respuesta fueron, para
ésta concentracion, CENTA A-6 conun 72% y CENTA A-1 DE 70%, aunque los
callos de mejor apariencia para medio de regeneracién fueron los de la
variedad CENTA A-5 (10%), que presentaban un tamafio reducido al igual que el

resto de las variedades pero su coloracién y textura evidenciaban un callo
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tipicamente morfogénico: color blanco, compacto, textura dura, no se
desmoronaba fdcimente, a la luz se observd actividad fotosintética en la
superficie y el alargamiento de la raiz era reducido; esto a la tercera semana

de sembrado el explante.

Optimizacion de Medio de Cultivo

La optimizacidn del medio de cultivo se realizé en dos experimentos alternos
para los cuales se escogieren las mejores concenfraciones de 2,4-D y L-
Triptéfano ( se retomaron los mejores resultados del experimento anterior
tomando en cuenta la produccidn de callos, la calidad y firmeza de estos ),
éstas concentraciones fueron de 1mgL™ 2,4-D + 20pmL" de L-Triptdfano y de

2mgL™ 2,4-D + 20pmL™" de L-Triptdfano.

a) El primer experimento consistié en agregar al medio de cultivo 5y 10 miL"
de “agua de coco"; acd pudo constatarce que dichos fratamientos produjeron
callos con un me jor desarrollo tanto en tamafio como en coloracidn ( de amarillo
pdlido a blanco ); con los Bml de agua de coco, (Fig. 27), nuevamente hubo una
ligera separacion entre variedades siendo las de mejor respuesta los callos

obtenidos de las variedades CENTA A-5 (68% de callogénesis) y Keybonnet
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(64% de callogdnesis), las otras tres variedades tuvieron callos un poco mds
pequefios en didmetro y coloracidn amarillo intenso; se observd, sin embargo,
que estas respuestas resultaban mejores que las obtenidas en las mismas
variedades, pero sin afiadirles el agua de coco; los callos eran mds firmes al
tacto, con un tamafio superior al obtenido anteriormente, el enraizamiento era
escaso contdndose una raiz gruesa y corta, ubicada a un costado del callo y de
fdcil sustraccidn, la necrosis bajo esta concentracidn era tardia y comenzaba a
las 5 semanas posterior a su siembra. Asi También, fue CENTA A-5, con un
56 % la de me jor respuesta en medio de regeneracidn. Sin embargo en el medio
donde se agregé los 10m| de agua de coco, las variedades presentaban un

mayor enraizamiento y una necrosis mds rdpida.

La figura 28, contiene los resultades de la concentracién lmgl'+20umlL '+
10miIL™" de agua de coco, en el encontramos que se mantienen las variedades
CENTA A-5 y Keybonnet como las de mejor respuesta en callogénesis (56%
cada una), bajo esta concentracién fue la variedad Keybonnet la que fuvo mds

callos a medio de regeneracidn (52%).
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Para las combinaciones de 2mgln + 20umbL7, de 2,4-D y L-Triptéfano
respectivamente, con 5 y 10miL" de agua de coco; en la figura 29 , (2mgL ™'+
20pmL1 + BmiL™), se observa que los porcentajes de callogénesis estuvieron en
el dmbito de 56 a 64% y que la variedad CENTA A-5 seguia presentando los

me jores porcentajes en medio de regeneracidn.

Por dltime la concentracidn de 2mglL™(2,4-D) + 20pmL"'(L-Triptéfane) +
10mlL"'(agua de cocae), la figura 30, muestra que la misma variedad, CENTA A-
5, continué dando los mejores resultados tanto en callogénesis como en

regeneracion coh un 52% y 44% respectivamente.

Haciéndo una relacién entre las cuatro concentraciones evaluadas en éste
tratamiento, la mejor combinacién fue de 1mglL'(24-D)+ 20umL')L-
Triptéfano)+ 5miL1(agua de coco) , tuvo me jores porcentajes de callogénesis y
de regeneracion; asi como También pudo observarse que la variedad CENTA A-
O presentaba una me jor respuesta en todas ellas , por encima de las demds

(Figura 31).
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b) El segundo experiments realizade en la optimizacién del medio estuvo
vinculade directamente con la fuente de carbono. La adicién de Sacarosa
reactivo dié como resultados, que para las combinaciones de 1mglL"(2,4-D) +
20pmL ' (L-Triptdfano) + Sacarosa reactivo; los porcentajes de callogénesis
fueron entre los 42 y 48 % éste (ltimo de CENTA A-5, y los porcentajes de

regeneracion en un 40 a 44% (Fig. 32).

Para la segunda combinacidn evaluada (2mglL"(2,4-D)+ 20pmL(L-Triptéfanc)
+ Sacarosa reactivo), figura 33, los porcentajes descendieron en un 5.2% con
respecto a la concentracidn anterior, encontrdndose los porcentajes de
callogénesis entre 38 y 44% y los de regeneracidn entre 28 y 40%. Las

variedades de me jor respuesta fueron CENTA A-5 y Keybonnet,

Terminados todos estos experimentos, se procedid a realizar un dltimo
tratamiento, el cual consistia en provocar un Estrés Hidrico (Deshidratacidn) al
callo. El experimento se llevé acabo Unicamente con la variedad Keybonnet por

ser la que me jor respuesta tuvo a lo large de todos los experimentos.
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Desafortunadamente los callos siguieron un desarrollo anormal, aln cuando
su crecimiento fue en aumento, el mismo no era el de un callo morfogénico sino
la de un callo hidrico. Su apariencia era granular, de coloracién amarillo
mostaza , con dreas necrosadas en la periferia. Se subcultivaron nuevamente
en un medio de regeneracidn para aumentar el suministro de nutrientes y

pasadas tres semanas los mismos presentaban el mismo crecimiento anormal y

no habia cambios en su constitucidn.
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Virtualmente, todos los tejidos vegetales tienen la capacidad para formar
callos in vitro; sin embargo, relativamente pocos explantes tienen la capacidad
para producir callos embriogénicos. Comunmente se han usado como explantes,
partes de pldntulas, como cotiledones, hipocdtilos y embriones. Los embriones
inmaduros se usan generalmente en pastos (Gamborg et al 1976) y en los
cereales (Vasil et @/ 1980). En las gramineas es importante la posicién de los
embriones cigdticos en el cultivo; el eje embrionario debe estar en contacto
con el medio. Esto es concordante con nuesta investigacidn, ya que
precisammente, los buenos resultados obternides se debieron en gran parte a la
adecuada ubicacidn del explante sobre el medio de cultivo.

Ademas, la respuesta embriogénica del callo depende del genotipo de la
planta. Es importante fener en cuenta la variabilidad asociada al genotipe de
las plantas, es muy frecuente que en idénticas condiciones de medio y
ambiente, la respuesta in vitro del cultivo de un determinado explante, difiera
con el cultivar empleado; tal como sucedié con los variedades CENTA A-2 Y
CENTA A-4, que no respondieron a los tratamientos estudiados. Ligeros
cambios en la composicién de los medios de cultivo, especialmente en lo que se
refiere a los reguladores de crecimiento, pueden ser de utilidad para obviar

este efecto del genotipo del material vegetal (Roca y Mroginski 1991),
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Callogénesis:

Los callos embriogénicos se han reportado originando a partir del escutelo,
ya sea por embriogénesis directa de las células del escutelo o por la
subsecuente proliferacidn de este meristemo causado por la auxina en el
medio. En la via indirecta, calle o suspensidn celular, se presenta la formacidén
de un agrupamiento de células denominado el comple jo proembrional; del cual
uno o varios embriones se desarrollan. Se ha observado que el complejo
proembrional surge a partir de una sola célula que pasa por un evento de
redeterminacidn, seguido por varias segmentaciones. Los embriones pueden
surgir de tres formas: a) directamente, b) a partir de una sola célula,
generalmente periférica, c) a través de un conjunto de células; asi como por la
conjuncidn de los mismos (Roca y Mroginski 1991). Al observar detenidamente
los callos obtenidos a partir de los diferentes tratamientos, por sus
caracteristicas morfoldgicos y de formacién, es muy probablemente que el
callo se origine de la regidn escutelar, lo cual coincide con lo anteriormente

citado (Anexo 9).

Ademds, la similitud entre los embriones cigdticos y los embriones somdticos

es muy grande; en embriones somdticos la auxina juega un papel importante
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tanto en la induccién embriogénica, asl como en el subsecuente desarrolio
morfoldgico adecuado. Después de la fase de “torpedo”, los procesos de
embriogénesis cigética y somdtica divergen. Los embriones cigéticos pasan a la
formacién de cotiledones, seguida de la fase de maduracién durante la cual se
comienzan a almacenar proteinas sintetizadas, terminando en una fase de
dormancia, los embriones cigdticos maduros sufren deshidratacidn, un periodo
de quiescencia y finalmente se desarrollan a una fase de post-germinacidn

( Zimmerman 1993).

En contraste los embriones somdticos crecen y se diferencian
continuamente, aparentemente activando los meristemos de la raiz y brote con
un no tan obvio estado de quiescencia. Por ésta diferencia en los estadios
tardios entre embriones cigdticos y embriones somdticos, el término de
"pldntula” es mds apropiado para describir a los embriones somdticos
totalmente diferenciados (Roca y Mroginski 1991) (Anexo 10).

A pesar de que los embriones somdticos no pasan por fases de
deshidratacién o estadios de dormancia; si hay sintesis y acumulacién de dcido
Absicico (ABA), asi como expresan, una variedad de genes que son inductores

del ABA y que estdn relacionados con la tolerancio a la desecacién; aquellos
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comple jos pro embrionales que se forman en la periferia del callo, es posible
que aparezcan por la interaccidn de la auxina sintética, 2,4-D, y del ABA, el
cual puede ser en esta fase muy determinante para la formacién de dichos
complejos. Se deduciria , que la sefial para entrar en fase de deshidratacidn
es intrinseca y que estos genes se expresan en embriones somdticos que no
llevardn acabo esta fase. En contraste, el estado de dormancia no estd
activado en embriones somdticos aparentemente, sino que aparece de una sefial

extrinseca probablemente del endosperma (Suzuki et a/ 1993: Zimmerman

1993). T

Importancia de la Auxina en el medio:

Halperin y Wetherell (1964), consideraron que para la induccidn callogénica
era necesaria la presencia de una auxina para dar inicio a un callo embriogénico.
Las auxinas comprenden una gran familia de sustancias que tienen en comin la
capacidad de producir un alargamiento y agrandamiento celular, sin embargo,
se ha encontrado que promueven tanto la divisién celular como la formacidn del
complejo proembrional. Usualmente se utiliza el 24-D; en el caso de las
gramineas es la Unica auxina utilizada; el cual aparentemente brinda el estimulo

o inicia la induccidn de la embriogénesis somdtica en el callo. Esto fue
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corroborado, ya que al colocar explantes en un medio de cultivo sin la auxina

2,4-D, no hubo induccidn callogénica alguna.

Una vez la embriogénesis ha sido inducida, el papel de la auxina cambia y los
embriones comienzan a sinfetizar su propia auxina, muchos estudios han
demostrado que un transporte polar adecuado de la misma es prerequisito para

el desarrollo de una mofogénesis normal a partir del estado globular.

En la prdctica el uso de las auxinas es muy importante. No es posible
establecer una concentracidn particular de la auxina que se debe utilizar en un
solo caso, de acuerde con Evans et a. (1981), la mayoria de sistemas
embriogénicos requieren de altas concentraciones de la misma. El 24-D se
utiliza en concentraciones que varian de 0.1 a 10mgL™" con un punto dptimo que
frecuentemente se encuentra alrededor de 1 a SmgL™ (Roca y Mroginski 1991),
que abarca el dmbito utilizado en la investigacién que fue de 1 a 3 mgL™ Siendo
las mejores de tmgl™ y de 2mgL™ que proporcionaron buenos resultados en
cinco de las siete variedades evaluadas con un 96% de callogénesis general
entre las dos concentraciones; la tercera concentracién probablemente resultd

téxica para las mismas, y las otras dos variedades pudieran requerir
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concentraciones mds altas para la induccién de callo, tal como ocurrié con la
variedad CENTA A-5, que en concentraciones de ImgL' de 2,4-D: no tuve
formacién de callos, pero al aumentar la concentracidn a 2mgl.™” se obtuve un
100% de callogénesis y un 70% de callos a medio de regeneracidn.

Sin embargo, la maduracién de los embriones y la germinacidn no ocurren en
presencia de la auxina; en consecuencia, hay que removerla o usarla en
concentraciones mds bajos debido a que las citoquininas en mechas ocaciones
requieren de la presencia de auxinas para actuar (Roca y Mreginski 1991) , por
lo que el medio de regeneracidn contenia concentraciones de 0.05mgL™ de

auxina (ANA).

Adicién de L-Triptéfano al medio de culfivo:
Tanto la induccidn de la embriogénesis somdtica como el desarrollo de los

estados subsiguientes de los embriones dependen también de la presencia de

nitrdgeno reducido (Halperin y Wetherell, 1964).

El nitrégeno suministrado como nitrato o como fon amonio, es esencial El
nitrégeno orgdnico proporcionade por la glutamina , la alanina, la caseina

hidrolizada o por el agua de coco; es también beneficioso y puede reemplazar
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al nitrégeno inorgdnico en el medio. Generalmente se ha reconocido que los
aminodcidos suministrados pueden promover el crecimiento de ciertos cultivos,
en algunos sistemas de tejidos como el “tabaco”, dos constituyentes del medio
de cultivo (el dcido aspdrtico y el dcido glutdmico) promueven el crecimiento en
la misma forma en que o hace el complemento aminodcido completo presente
en el extracto de levadura (Halperin y Wetherell, 1964).

Otros investigadores han encontrado que algunos aminodcidos en forma
individual pueden ser inhibidores mientras que otros no lo son. Se discuten los
efectos de varios compuestos nitrogenados en el crecimiento de cultivos.
Frecuentemente, los aminodcidos adicionados al medio de cultivo, corresponden
a la forma D, la cual ha demostrado ser inhibidora, mientras que la forma L, es
benéfica; ademds hay que considerar que los aminodcidos se esterilizan en el
autoclave en contacto con el medio, a menudo los compuestos nitrogenados
simples producen muchos otros que pueden ser inhibidores. E! papel de los
aminodcidos en la nutricién de los tejidos y las células vegetales cultivadas se
debe considerar como un problema comple jo, ya que, muchos te jidos responden

diferente a los suplementos aminodcidos (Steward et a/. 1958).
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En esta investigacidn se considerd la utilizacidnde  L-Triptéfano  como
suministro de nitrégeno al medio; ademds al ser éste aminodcido precursor de
la auxina natural dcido indolacético (AIA), se aumentaba la probabilidad de

éxito en la formacidn de callos y la posterior regeneracién a pldntulas.

El Triptdfano es un aminodcido aromdtfico cuya accién en el proceso de
embriogénesis somdtica ha sido ampliomente estudiada ; los experimentos
realizados por Siriwardana y Murray (1993), en cultivares de arroz (Oryza
sativa L.) demuestran que promueve la formacién de callos embriogénicos
hasta cuatro veces de mayor didmetro que aquellos formados en ausencia del
aminodcido. Es ampliamente conocida la dificultad de obtener una alta
frecuencia de produccién de callos en cultivos de cereales, ésto generalmente
debido a la utilizacidn de un medio que contiene como unico aditivo la auxing
(2,4-D), para promover crecimiento y divisidn celular; sin embargo cuando se
combina al medio L-Triptéfano, se ha comprobado que éste produce un aumento
en el tamafio de los callos asf como un incremento en la calidad embriogénica de
los mismos. El Triptdfano al ser precursor de AIA en plantas, ha demostrado
que su adicién al medio de cultivo incrementa la sintesis de ATA en los tejidos

en formacion; dichos resultados se mantienen tanto si al medio sélo se |e afiade
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(2,4-D)+20umL™" (L-Triptéfano) presentaban un tamafio mayor, una coloracidn
amarillo-pdlido y una textura mds compacta que los obtenidos sin la adicién del
aminodcido. El Triptdfano al ser precursor de AIA en plantas, ha demostrado
que su adicién al medio de cultivo incrementa la sintesis de AIA en los te jidos
en formacién; dichos resultados se mantienen tanto si al medio sélo se le afiade
AIA, como su combinacién con Triptéfane, o dnicamente el Triptéfano. La
explicacién del porqué los callos embriogénicos se forman ante la presencia, ya
sea de la auxina metabolizada o de su precursor, todavia estd bajo

investigacion (Roca y Mroginski 1991),

El éxito de unas variedades sobre otras, estd mds relacionado con la
genética de cada variedad y con las concentraciones utilizadas, las cuales
demostraron ser adecuadas para la mayoria de las variedades en los dmbitos de
menor concentracién ( ImgL™ de 2,4-D + 20pmL™ L-Triptéfano: y 2mgL™" de

2,4-D + 20pmL™" de L-Triptdfano).



Optimizacion al medio de cultivo:

a) Durante muchos afios, los investigadores han ido optimizando las
condiciones del cultivo /n vitro, entre éstos estudios se ha dado gran
impertancia a la disponibilidad de nutrientes en el medio de cultive. En 1942,
van Overbeek, Conklin y Blakaslee , demostraron que los embriones en
desarrollo de Datura, se podian cultivar in vitro hasta su madurez, utilizando
el endosperma liquide del coco (Cocos nucifera), como suplemento de un medio
de cultivo estandar (Roca y Mroginski 1991); rdpidamente aparecieron otros
usos para el agua de coco (AC). En 1948, Caplin y Steward, reconocieron la
accidn del agua de coco en la induccidn celular en tejidos diferenciados; se
sabla que el agua de coco , era sélo uno de los liquidos que, al ser nutritive para
los embriones inmaduros, se podria producir el mismo efecto en tejidos y
células explantadas. Un paso importante en el desarrollo de las técnicas
actuales para estimular la divisidn celular de explantes fue la observacién de
que el agua de coco, a niveles relativamente bajos (5%-10%), podia interactuar
con las auxinas y promaover el crecimiento, en circunstancias en que la auxina
por si sola era ineficiente. El uso del agua de coco + 2,4-D en tubercilos de
papa (Steward et a/ 1958) y de agua de coco + ANA en las monocotiledoneas

(Morel y Wetmore 1951), fueron otros descubrimientos importantes.
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El agua de coco (AC), es un medio muy comple jo, con una amplia gama de
companentes orgdnicos e inorgdnicos; tiene una buena capacidad amortiguadora
(buffer), y no es raro encontrar sales en ella. Aunque el agua de coco es muy
rica en magnesio y fosfato, no tedos los elementos minerales que contiene, son
indispensables, y se pueden reemplazar por un medio salino basal. Presenta un
contenide de azicar de 2.5%, adicionalmente se forman aminodcidos. Su uso se
Jjustifica no sdlo por su capacidad amortiguadora sino también porque sus
promotores de crecimiento, frecuentemente son superiores en su totalidad, a
los de otros medios conocidos. Ademds, en aquellas dreas donde crece el coco,
es significativamente mds barato que compuestos purificados o sintetizades,
tales como la zeatina o el inositel (Roca y Mroginski 1991) (Anexa 11).

Estas caracteristicas fueron tomadas en cuenta en la elaboracién del
tratamiento con agua de coco; donde se evidencid que los callos producidos en
el estudio, tenian una mejor apariencia, asi como también que las me jores
concentraciones de su combinacién con 2,4-D y L-Triptéfano eran de 5mi(AC),
ya gue en concentraciones mayores (10 mi), los callos tenian un menor tamafio,
esto debido probablemente a una saturacidn de nufrientes en el medio de

cultivo, lo cual pudo ser téxico para el tejido en formacidn.
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B Otra de las optimizaciones redlizadas al medio de cultivo, tienen que ver con
la fuente de carbono; Wetherell (1984), ha demostrade que es posible
aumentar el potencial embriogénico de los callos de zanahoria exponiéndolos a
niveles altos de sacarosa o manitol. Los altos niveles de sacarosa porecen
tener un efecto comparable al producide por el dcido absicico. Las
concentraciones altas de ésta sustancia estimula la formacidn de los callos
embriogénicos (Lu y Vasil 1981), y reduce la frecuencia de anormalidades en el
desarrollo tales como, la formacién de embriones secundarios, la fasciacién y la
formacidn de policotiledones; también inhibe la germinacidn precoz (Ammirato
et al 1984).

Se realizé un cambio en la fuente de carbono durante la investigacion. En el
comienzo se trabajé con azlcar comercial blanca y sin aditivos, la cual se
afiadid al medio a niveles de 30 gL de acuerdo a la revisidn bibliogrdfica se
modificé y se comenzd a frabajar con Sacarosa Reactive para evitar las
impurezas del azicar comercial y evaluar su accidn en el me joramiento de la
produccidn de callos embriogénicos. Sin embargo las respuestas obtenidas en
las variedades estudiadas, no produjo grandes cambios en el porcentaje de
callos producidos, ni en la composicidn de los mismos. Esto probablemente se

deba a que en condiciones naturales el endosperma de arroz contiene en su
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mayoria malfesa; por lo que es probable que al agregar este disacdrido al
medio de cultivo, mejore la calidad de los callos, tal como se demuestra en los
estudios realizados por Biswas y Zapata en 1993, al afiadir maltesa al cultivo de
protoplatos de arroz (Oryza sativa L.), reportando que este carbohidrato es
superior como fuente de carbono, a la sacarosa, en su capacidad de promever

de regeneracidn pldntulas.

Deshidratacion:

Ante la falta de respuesta satisfactoria en la regeneracién a partir de los
callos, ya que sdlo se observaban los inicios de actividad fotosintética en las
periferias de los callos pero no el surgimiento de brotes, se realizé un
tratamiento de deshidratacidn a lo variedad de mayor éxito en el transcurso
de toda la investigacidn. Tsukahara y Hirosawa (1992), han descrito éste
procedimiento para callos de arroz (Oryza sativa L.), tomando en cuenta gue
ésta especie, y sobre todo en sus variedades indicas, es de un mane jo delicado
en el laboratorio, y que hay factores que afectan la capacidad de regeneracidn
de los callos, como lo son las cancentraciones y tipos de agentes gelificantes, y
especificamente las combinaciones en las concentraciones de los reguladores

de crecimiento; han reportade que el mantenimiente de la osmolaridad de
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ambos medios (callogénesis y regeneracidn), son determinantes en la obtencidn
y mantenimiento de una alta frecuencia de regeneracién en callos de arroz. Aln
cuando la literatura afirma que un estrés hidrico en callos de arroz,
incrementa su capacidad morfogénetica, esto no fue observade en nuestra

investigacion, probablemente es necesaria mds Investigacion de dicho

tratamiento.

Factores Fisicos:

Otro de les requisitos  importantes para la regeneracin es el
mantenimiento de las condiciones ambientales del cuarto de crecimiento. Una
alteracién en los dmbitos de temperatura y calidad de luz, traen como efecto
la falta de desarrollo de brotes en los callos y por ende la no formaciin de
callos maduros o “pldntulas” (Roca y Mroginski 1991; Vasil y Thorpe 1994) .
Esta caracteristica fue la mds dificil de controlar debido a que no se cuenta
con un adecuado cuarto de crecimiento; por lo que no se pudo mantener
constante la temperatura durante el proceso de regeneracion, asi como las
horas de luz y sombra , que en algunos momentos, pasaron dias sin poederlos

establecer adecuadamente.
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El azdcar comercial, como fuente de carbono en los medios de cultivo,

produjo en ésta investigacion, callos embriogénicos muy similares a los

obtenidos utilizando sacaresa reactivo.

La calidad e intensidad de la luz, asi como las variaciones de temperatura
son determinantes para el buen crecimiento de los callos y del desarrallo

de embriones somaticoes.
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*» Se recomienda que los estudios relacionados con cultive de tejidos, se
acompafien de una investigacion histolégica que determine el desarrollo y

cambios ocurridos a nivel celular.

« Se recomienda incentivar la investigacién bdsica en las diferentes
técnicas de cultive de tejidos, para contar con una base de dates propia
de variedades salvadorefias o de importancia nacional, asi como

actualizada.
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DORMANCIA: Periodo inactivo en el proceso de germinacidn de semillas,
bulbos y otros drganos de plantas; adn cuando las condiciones ambientales
sean favorables.

FASCIACION: Cambio en la mofologia normal de algunas estructuras de las

plantas como puede ser tallos aplanades, modificacidn en el nimero y

forma de las hojas, ramas y frutos. En el ajonjoli, es frecuente la
fasciacidn de tipo hereditario y no por mutantes somdticos o por lesiones
en el e jido meristemdtico.

PROTOPLASTO: Sustancia de la célula donde se incluye el citoplasma y el
niicleo.

QUIESCENCIA: Periodo en el cual la semilla u otras partes de la planta, no
germina o se desarrolla hasta contar con las condiciones medio
ambientales requeridas para su crecimiento.

REGULADOR DE CRECIMIENTO: Sustancia activa en el confrol del
crecimiento y desarrollo de las plantas; puede ser un compuesto tanto
natural como sintético.

VARIACION SOMACLONAL: Variacién inducida, u obtenida en la
regeneracion de una planta, con el uso de Colchicina, para obtener

caracteristicas hereditarias deseadas.
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ANEXO 1
REGENERACION DE PLANTAS

ORGAMDRE Iﬂﬂl
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DIRECTA
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Fuente: Kuan y Ospina 1990.



| ~ ANEXO02
DESCRIPCION BOTANICA DE LA PLANTA DE ARROZ

(Oryza sativa L.)

macolla

ruente: Parsons et al. 1997,
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ANEXO4

CARACTERISTICAS AGRONOMICAS DE LAS YARIEDADES DE ARROZ RECOMENDADAS

POR CENTA EL SALYADOR 1993,
Cancleriations CENTAA-| |CENTAA-2 |CENTAA {CENTAA-S | (CENTAA-S)
|+ Vigor B B B MB MB
2 Macollemiento i MB B MB B
3 DhanaFlor 95 10§ B id 10
4 Dl o Madutez 12§ 135 120 127 131
S Allura Planta (cm) Bi-100 %0-100 | B0-100 S0-100 9%
6 Acama MR MR | R R
1 Desgrane MuyR M§ R R R
B Piriculasin hojn M3 R R R R
% Piricularin Cuella M5 R R R R
10- Helmeinthosporiosis MR M M3 MR MR
11+ Excalduda M8 MR M5 MR R
12- Rendimiento Polencial gg/ M, | 100 100 100 138 140
CALIDAD DE GRAND
I- Rend Motiends (%) 66.40 6600 69.00 69,36 108
I Cmoo quebrado (%) 12.61 1.2 .73 16.54 m
3 Gmno yesosa (%) 670 1.0 710 10 19
4. Tipo da Grano Largo Larga Largo: &0 Larga

Ext Largo

* Préuima & lberarsy ——

I= intermedio MB= Muy Bueno

Be Bueng MR= Moderadaments R asistente

R= Resisiente M5= Modersdamente Susceptible

Fuente: CENTA 1995,




ANEXOS5

PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE MEDIOS DE
CULTIVO, MURASHIGE & SKOOG.

A) Solucion Stock 1 ( para un litra de solucién)

NH4NO; (nitrato de amonia).., ., e 165 g
KNO: (mtrato de potasie)... . .. . 190 g
CaCly2H;0 (cloruro de caleio)...... ........ 4398g

B) Solucion Stock [T (para un litro de solucion)

MgS0y TH,0 (sulfato de magnesio)............ 74 g

MnS0O42H20 (sulfato de maganeso)........... 4.46 g

ZnS0s THAO (sulfatodezine) ... ... . 172g

CuS0y 5HO (sulfato de cobre) ... ..., ... 005 gen 100ml de agua destilada,

para agregar 10 ml de ésta disolucidn a la Solucidn Stock 11

C) Sclucion Stock M1 (para un litro de solucion)

H3BO;y (acido barico) st Lot

KH:PO, (fosfato de potasio). i4 o

KI (ioduro de potasio).. ..., — 0166 g

NaMoy 12 Ha20 (molibdato de sodio) . ..0.05 g

CoCly . 6H;O (cloruro de cobalto) . ... ..0.05 gen 100m! de agua destilada, para

agregar |10ml de ésta disclucion a la Solucidn Stock 111
D) Solucion Stock 1V ( para un litro de solucion)

FeNa EDTA 3H,0 . .. .. . . osenvis AR
Pesar 3 73 gde Na EDTA v 278 gde Fe504 THa0) disueltos en 100 mi de agua
destilada y adicionar 10 mi para un litro de medio.

E) Un litro de medio MS§ se prepara cont 10ml de la Solucion Stock 1, y 5ml de cada
una de las Soluciones Srock 11 11T v IV

F) Preparar disoluciones de 100 g / 100 mi; y agregar 2ml de cada uno 4 la solucién
madre:

Glicina

Tiamina HCI
Piridoxina HC!
Acido Nicotinico

Fuente: Murashige y Skoog 196Z.
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ANEXO 7
SIEMBRA Y SUBCULTIVO DE MATERIAL EXPLANTE
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ANNEAL ¥

CARACTERISTICAS DE LAS CELULAS EN EL PROCESO
DE EMBRIOGENESIS SOMATICA EN ARROZ.

Arexo 9.1 Células epidérmicas después de tres dias de cultive.
Las células basales s& han dividide para formar el
suspensor(S), y las  células terminales forman el
pro-embridn. (PE),

Fuente: Jones y Rost 19848,



Anexo 9.2 E1 embridn somético globular ce ocho células. Notese el

prominente ndcleo (N).



FD

Anexo 9.3 Embridn glebular con protodermis (PO} a los diez dfas de

cultivo.
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ANEXOI1I

ALGUNOS COMPONENTES ORGANICOS DEL AGUA DE
COCO (AC).

Aminoacidos:

- Aspartico, glutamico, serina, aminobutirico, aspargina, glicing, (- alanina, treonina,
histidina, glutamina, arginina, lisina, valina, mationina, tirosina, prolina, homoserina,
fenilalanina, hidroxiprolina.

Otros compuestos nitrogenados:

- Amonio, etanolamina, dihdroxifenilalanina

Acidos orgdnicos:

- Shikimico, gquinica, pirrolidona-carboxilico, succinico, malico, citrico vy
desconocidos.

Azlicares:

- Sacarosa, Glucosa, Fructuosa

Alcoholes de azicar:
- Sorbitol, m-Inositol. siloinocitol
Vitaminas:

- Acido nicotinico, icido pantonico, biotina, riboflavina, acido folico, tiaming,
piridoxina, acido ascorbico

Sustancias de crecimiento:

- Auxina, giberelina, 13-Difenilurea, zeatina, glucosido de zeatina, ribosido de
zeatina.

Otros:

- ANR- polimerasa, uracilo, adenina, leucoantocianinas, fosfatasa acido, diastasa,
deshidrogenasa, peroxidasa, catalasa

Fuente: Roca y Mroginski 1991,



