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INTRODUCCION

Los estudios sobre regeneración de órganos a partir de cultivos celulares
han tenido un gran auge en los últimos años debido a que tales cultivos pue-
den proporcionar un eficaz sistema para la selección de plantas mutantes o
para la realización de diversas transformaciones genéticas. Evidentemente,
para conseguir estos objetivos es indispensable que los cultivos celulares
muestren una adecuada capacidad de regeneración de plantas completas, ya
sea por embriogénesis o bien por diferenciación de órganos.

En algunas variedades de arroz se ha conseguido inducir callos por cultivo
ín vitro de diversos tejidos, YAMADA et al., (1967), YATAZAWA et al., (197),
Wyw y Li (1971); así como regenerar plantas a partir de callos, NISHI et al.,
(1968), KAWATA e ISHIHARA (1968). Sin embargo, en estos trabajos se dan
escasos datos sobre el porcentaje de regeneración de plantas a partir de los
callos y sobre los factores que favorecen la organogénesis en los mismos. El
objetivo de este trabajo es estudiar en cuatro variedades de arroz, amplia-
mente cultivadas en nuestro país ( Bahía, Girona, Balilla X Sollana y Sequial),
los factores que afectan la proliferación de callos en todas ellas, así como la
capacidad organogénica de los mismos y la posibilidad de incrementarla me-
diante modificaciones en el medio de cultivo.

* Apartado Oficial. Moncada (Valencia). (Recibido 10-11-77.)
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MATERIAL Y METODOS

ESTERILIZACIÓN DE SEMILLAS

Las semillas se someten a un tratamiento térmico por inmersión en agua
a 45” C y se estetilizan durante 30 minutos con una solución filtrada de hipo-
clorito cálcico al 7 por ciento, lavándose a continuación con agua estéril.

PREPARACIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO

Se prepara una disolución que contenga las sales minerales de MURASHIGE

y Skooc (1962), las vitaminas de NiTscH (NiTscH y NrTscH, 1965), saca-
tosa al 3 pot ciento y diferentes reguladores de crecimiento. El pHse ajusta
a 5,6 antes de adicionar agar (Difco Bactoagar al 0,7 por ciento).

Una vez preparado el mediose distribuye en tubos y se esteriliza en auto-
clave durante 20 minutos a 120” C.

TÉCNICAS DE CULTIVO

Las inoculaciones se realizan en una cámara de flujo laminar. En cada
tubose introduce asépticamente un inóculo, realizándose por cada tratamien-
to 12 repeticiones.

Los cultivos se mantienen en cámaras a 27” C, con un período luminoso
de 16 horas (intensidad luminosa de 2.000 lux).

HISTOLOGÍA

Pata los estudios histológicos el material se fija en una mezcla de alcohol
etílico al 70 por ciento, ácido acético y formaldehido (90-5-5 v/v, respectiva-
mente) durante 48 horas.

La deshidratación y la inclusión en parafina se efectúan siguiendo la téc-
nica clásica y los cortes se hacen con un espesor de 10 mn. Las preparaciones
se tiñen con safranina asociada al verde rápido.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

OBTENCIÓN DE CALLOS A PARTIR DE SEMILLAS

La adición al medio de- cultivo del ácido 2,4-dicloro fenoxiacético (2,4-D),
o bien del ácido naftalen acético (ANA), ha resultado favorable a la forma-
ción decallos en semillas pertenecientes a la variedad Bahía.
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La proliferación de callos se observó al cabo de unos 15 días de incuba-
ción. Estos callos se forman siempre en la zona del embrión y el hecho de que
el tallo se desarrolle normalmente, mientras que el desarrollo de las raíces
resulte fuertemente inhibido, hace pensar que la proliferación del callo se rea-
liza primordialmente en la zona de la radícula.

Como se muestra en el cuadro 1, la mayor inducción de callos se consi-
guió añadiendo al medio de cultivo 0,2 mg/! de 2,4-D.

CUADRO |
EFECTO DEL 2,4-D Y ANA SOBRE LA FORMACION DE CALLOS A PARTIR

DE SEMILLAS (VARIEDAD BAHIA)

FRECUENCIA DE FORMACIONAUXINAS ADICIONADAS AT, MEDIO DE CULTIVO DE CATLLOS

myll
| Porcentaje

2,4-D 0,2 59,25
2,4D 2 39,28
ANA 0,2 | 3,73
ANA 2

|
21,87

OBTENCIÓN DE CALLOS A PARTIR DE RAÍCES

Se ha estudiado también la posibilidad de utilizar fragmentos de raíces,
procedentes de plantas cultivadas en condiciones estériles, para la obtención
de callos.

Los resultados que se exponen en el cuadro 2 muestran que el 2,4-D es
altamente efectivo sobre la inducción de proliferaciones celulares en tejidos
de raíces. La 6-bencil adenina (BA), por el contrario, es ineficaz en la forma-
ción de callos, aunque, adicionada en bajas concentraciones, junto con el
2,4-D, tiene un efecto ligeramente sinérgico.

En la gráfica representada en la figura 1 se observa que la concentración
óptima de 2,4-D, para la inducción de callos en raíces, difiere segúnla varie-
dad utilizada, oscilando los valores óptimos entre 0,2 y 2 mg/l.

EFECTO DE LAS AUXINAS Y CITOKININAS SOBRE LA ORGANOGÉNESIS EN CALLOS

El cuadro 3 muestra el efecto de diversas hormonas, añadidas al medio
de cultivo, sobre el crecimiento de callos repicados y sillin la diferenciación
de órganos a partir de los mismos.
An. INIA/Ser.: Prod. veg./N. 9, 1979.
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CUADRO 2

EFECTO DEL 2,4-D Y LA BA SOBRE LA OBTENCION DE CALLOS EN RAICES
DE LA VARIEDAD BAHTA

f

CONCENTRACION

mall dealle: de saldos eyobtenidos en cultivo que dan callo
2,4-D BA |

2,4-D 0,02 — 6 9 66,6
2,4-D 0,3 — 7 9 72,4-D 2 —— 6 7 85,7

— BA 0,02 0 5 00,0
— BA 0,9 0 6 00,0
= BA 2 0 9 00,0

24-D 0,02 BA 0,02 0 5 00,0
2,4-D 0,02 BA 0,2 1 9 11,1
2,4-D 0,02 BA 2 0 S 00,0
2,4-D 0,2 BA 0,02 6 7 85,7
2,4-D 0,2 BA 0,2 6 8 TT
2,4-D 0,2 BA 2 3 10 - 30,0
24D 2 BA 0,02 Ss 10 80,0
2,4-D 2 BA 0,2 5 uu 45,4
2,4-D 2 BA 2 6 9 66,6

a". ss 0 il 00,0

Crecimiento ss BAHÍA
relativo oscoevor SE QUIAL

amGIRONA
e——o BALILLA x

XSOLLANA

02 0'6 2 6 Concentración
de 2.4-D(mg/1)

FiG. 1

Efecto del 2,4-D sobre el crecimiento de callos en raíces de cuatro variedades de arroz,
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CUADRO 3

EFECTO DE DIFERENTES AUXINAS Y CITOKININAS SOBRE LA ORGANOGENESIS EN CALLOS DE SEMILLAS
DE CUATRO VARIEDADES DE ARROZ

MEDIO DE CULTIVO BAHIA BALILLA-SOLLANA GIRONA SEQUIAL

Relación Relación Relación Relación
|
de del del del

: ue e uo z

Concentración Concentración Creci- — mal detallos Creci- N_ duo Creci- N_ detallos Creci- Número detallos
de Auxinas de Citoxininas miento - regene- miento a regene- miento -

> regene- miento de regene-
— — de el: rados de eo: rados de 5_ rados de 5a: rados

mail mall callos tuóculo E-L callos isóeula 3— callos inóculo Ea callos inó cul 5 3de — de de de
inóculos inórulos inóculos inóculos

2,4-D 0,2 0 XX XX -— XXX|X — XXX|X — XX XXX —
2,4-D 0,6 0 XX XX — XXX — — XXX — — XX X —
2,4-D 2 0 XX —_— - XXX — -— XX — — XX Xx —
ANA 0,2 0 XXX|X — XX XX — XXX|XXX — DO. XX —
ANA 0,6 0 XXX|XX — XXX|XXX — XX XX — XX XX —
AÑA 2 0 XXX| X — XXX|X — Xx Xx — XX Xx —
ATA 0,2 0 XX XX — XX XXX — XX XXX — XX XXX —
ATA 0,6 0 XX XXX — XX XX — XX XXX — XxX XXX —
ATA 32 0 XX Xx — XX XXX — XX XXX — XX XX —
O BA 0,02¡|XX Xx — XXX|XX 1/12 XX XX — XX XX —
0 BA 0.2 Xx XXX 3/23 XX | XX 2/22 XxX XX — XX XX —
O BA 2 XxX XX 2/20 XxX XX 2/20 XX XX 5/22 XX XX —
O Kinetina 0,02|XX — — XX XxX — XX XXX — XXX XXX 5/7
O Kinetina 0,2 XX Xx — XXX  X — XX XX —_ XX XXX —
O Kinetina 2 XX Xx -_— XXX  X — XX XxX — XX XX —
S 2i1P 0,02|XX € — XX XX — XX XXX — XX XX —
O Z2i1P 0,2 XX Xx — XX XXX — DO XXX — XxX XX —
O Zi EP 2 e Xx — XX XX — Xx XXX — XX XxX —
2,4-D 0,2 BA 0,2 XXX|X 3/12 XXX —- — XXX|X -— XX XX —
2,4-D 0,2 BA 2 XXX|XX 2/12 XXX — — XXX|X — x Xx —
2,4-D 2 BA 0,2 XX — — XX — — XXX — — XX Xx —
2,4-D 2 BA 2 XX — — XX — — XXX — — XX X —
o 0 Xx Xx — XX|XX — XXX|XXX — XX XX 4/24

+ Resultados obtenidos al cabo de 30 días de cultivo.
Crecimiento de callos: X, crecimiento escaso; XX, crecimiento medio; XXX, crecimiento elevado.
Regeneración de raíces: X, 1-5 raíces; XX, 5-10 raíces; XXX, 10-15 raíces.
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Fis. 2. Planta completa regenerada a pattir de un callo de arroz.
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FiG. 3. Corte histológico de una yema diferenciada a partir de un callo.
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FiG. 4. Corte histológico de un ápice de raíz diferenciado a partir de un callo.
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Los callos objeto de la experiencia se obtuvieron a partir de semillas de
las cuatro variedades estudiadas que se incubaron en un medio que contenía
0,2 mg/l de 2,4-D.

Los resultados muestran que:
El medio de cultivo que contiene 2 mg/l de 2,4-D es el más adecuado

para el crecimiento indiferenciado de los callos, ya que aumentan en tamaño
sin producir diferenciación de órganos. Unicamente en la variedad Seguial se
formaron algunas raíces.

En tres de las cuatro variedades estudiadas, Bahía, Balilla X Sollana y Gi-

rona, se ha comprobado que la adición de una citokinina al medio de cultivo
es absolutamente necesaria para producir la regeneración de plantas a partir de
las células del callo. La BA se ha mostrado la más eficiente de las citokininas
ensayadas para la regeneración de plantas. La concentración óptima de esta
substancia capaz de producir un mayor porcentaje de diferenciación varía de
una variedad a otra (0,2 mg/!1 en Bahía y Balilla X Sollana y 2 mg/ en Girona).
La variedad Seguial ha sido capaz de diferenciar plantas sin necesidad de aña-
dir citokininas al medio de cultivo, quizá debido a que sus células tengan un
alto contenido endógeno en este tipo de hormonas.

La adición al medio de cultivo de otras substancias, tales como adenina o
ácido giberélico, aisladamente o en combinación con hormonas, que han dado
resultados favorables en la diferenciación de órganos, no mejora sensiblemen-
te la organogénesis en los callos.

El estudio histológico de los callos que presentan diferenciación nos per-
mite asegurar que tantolas raíces como las yemas tienen su origen en las masas
de tejido indiferenciado delcallo.

RESUMEN

En el presente trabajo se estudian los factores que afectan la organogénesis
en callos de cuatro variedades de arroz (Oryza sativa L.), ampliamente cul-
tivadas en España: Bahía, Girona, Balilla X Sollana y Seguial. En todas ellas
se han determinado las condiciones del medio favorables a la proliferación de
callos a partir de semillas y de fragmentos de raíces. En cuanto a la organo-
génesis a partir de las masas celulares obtenidas, se ha comprobado que, en
general, la presencia de una citokinina es necesaria para la regeneración de
plantas, siendo la 6 bencil adenina (BA) la más eficaz de las ensayadas. Las
diferentes variedades de arroz muestran acusadas diferencias en cuanto se
refiere a su capacidad organogénica.
An, INIA/Ser.: Prod. veg./N. 9, 1979.
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