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INTRODUCCION

Los estudios sobre regeneracién de érganos a partit de cultivos celulares
han tenido un gran auge en los tltimos afios debido a que tales cultivos pue-
den proporcionar un eficaz sistema para la selecciéon de plantas mutantes o
para la realizacién de diversas transformaciones genéticas, Evidentemente,
para conseguir estos objetivos es indispensable que los cultivos celulares
muestren una adecuada capacidad de regeneracién de plantas completas, ya
sea por embriogénesis o bien por diferenciacién de Srganos.

En algunas variedades de arroz se ha conseguido inducir callos por cultivo
in vitro de diversos tejidos, YAMADA et al., (1967), YATAZAWA et al., (197),
Wu y L1 (1971); asi como regenerar plantas a partir de callos, Nisu1 et al.,,
(1968), KawaTa e Ist1HARA (1968). Sin embargo, en estos trabajos se dan
escasos datos sobre el porcentaje de regeneracién de plantas a partir de los
callos y sobre los factores que favorecen la organogénesis en los mismos. Il
objetivo de este trabajo es estudiar en cuatro variedades de arroz, amplia-
mente cultivadas en nuestro pais (Babia, Girona, Balilla X Sollana y Sequial),
los factores que afectan la proliferacién de callos en todas ellas, asi como la

capacidad organogénica de los mismos v 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

ESTERILIZACION DE SEMILLAS

Las semillas se someten a un tratamiento térmico por inmersién en agua
a 45° C y se esterilizan durante 30 minutos con una solucién filtrada de hipo-
clorito célcico al 7 por ciento, lavindose a continuacién con agua estéril.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Se prepara una disolucién que contenga las sales minerales de MURASHIGE
y Sk00G (1962), las vitaminas de Nitscu (NiTscu y Nrrsc, 1965), saca-
rosa al 3 por ciento y diferentes reguladores de crecimiento. El pH se ajusta
a 5,6 antes de adicionar agar (Difco Bacto agar al 0,7 por ciento).

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

TECNICAS DE CULTIVO

Las inoculaciones se realizan en una cdmara de flujo laminar. En cada
tubo se introduce asépticamente un indculo, realizdndose por cada tratamien-
to 12 repeticiones.

Los cultivos se mantienen en cdmaras a 27° C, con un periodo luminoso
de 16 horas (intensidad luminosa de 2.000 lux).

Historocia

Para los estudios histolégicos el material se fija en una mezcla de alcohol
ctilico al 70 por ciento, dcido acético y formaldehido (90-5-5 v/v, tespectiva-
mente) durante 48 horas.

La deshidratacién y la inclusién en parafina se efectiian siguiendo la téc-
nica cldsica y los cortes se hacen con un espesor de 10 . Las preparaciones
se tifien con safranina asociada al verde rapido.

RESULTADQOS Y DISCUSION

OBTENCION DE CALLOS A PARTIR DE SEMILLAS

La adicién al medio de cultivo del dcido 2,4-dicloro fenoxiacético (2,4-D),
o bien del 4cido naftalen acético (ANA), ha resultado favorable a la forma-
cién de callos en semillas pertenecientes a la variedad Babia.
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La proliferacién de callos se observé al cabo de unos 15 dias de incuba-
cién. Estos callos se forman siempre en la zona del embrién y el hecho de que
el tallo se desarrolle normalmente, mientras que el desarrollo de las raices
resulte fuertemente inhibido, hace pensar que la proliferacién del callo se rea-
liza primordialmente en la zona de la radicula.

Como se muestra en el cuadro 1, la mayor induccién de callos se consi-
gui6é afiadiendo al medio de cultivo 0,2 mg/l de 2,4-D.

Cuapro 1

EFECTO DEL 2,4-D Y ANA SOBRE LA FORMACION DE CALLOS A PARTIR
DE SEMILLAS (VARIEDAD BAHIA)

ATUXINAS ADICIONADAS AT, MEDIO DI CULTIVO FRE0TJ.ENS%ACEETB%RMACION
mygfl Pm‘f;;lfﬂje
2,4D 0,2 59,25
2.4D 2 39,28
ANA 0.2 3.73
ANA 2 21,87

OBTENCION DE CALLOS A PARTIR DE RAICES

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

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

En la grafica representada en la figura 1 se observa que la concentracién
dptima de 2,4-D, para la induccién de callos en rafces, difiere segin la vatie-
dad utilizada, oscilando los valores éptimos entre 0,2 y 2 mg/1.

EFECTO DE LAS AUXINAS Y CITOKININAS SOBRE LA ORGANOGENESIS EN CALLOS

El cuadro 3 muestra el efecto de diversas hormonas, afiadidas al medio
de cultivo, sobre el crecimiento de callos repicados y sobre la diferenciacién
de érganos a partir de los mismos.

An, INIA/Ser.: Prod. veg./N. 9, 1979.
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Cuabro 2

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

i
CONCENTRACION
- Nimero Numero Porcentaje
mgfl de callos de raices de raices
obtenidos en cultivo que dan callo

2,4-D BA
2,4D 0,02 — 6 9 66,6
2,4-D 0,2 — 7 9 77,7
24D 2 o 6 7 85,7
=5 BA 0,02 0 5 00,0
— BA 0,2 0 6 00,0
g BA 2 0 9 00,0
2,4-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 8 00,0
2,4D 0,2 BA 0,02 6 7 85,7
2,4-D 0,2 BA 0,2 6 8 75,7
2.4-D 0,2 BA 2 3 10 30,0
2,4-D 2 BA 0,02 8 10 80,0
2,4-D 2 BA 0,2 ) 11 45,4
2.4D 2 BA 2 6 9 66,6
i -, 0 i1 00,0

Crecimiento
relativo

m—meen BAHIA
wesseses SEQUIAL
ememmse= GIRONA

emmmmeee BALILLA x
xSOLLANA

-
0'6 2 6 Concentracidn
de 2.4-D(mgn)

Fre. 1

Efecto del 2,4-D sobre el crecimiento de callos en raices de cuatro variedades de arroz.
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Cuapro 3

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

GIRONA

MEDIO DE CULTIVO BAHIA BALILLA-SOLLANA SEQUIAL
Relacion Relacién Relacion Relacién
' de 'del 'del ’del
; i e 45 2
Concentracion Concentracion Creci- Nu(rllzem (ﬁua‘;{c?s Creci- N utr:&ero (&ultrflll]rgs Creci- X uét;ero (?emf,l;?{gs Creci- Nu(rln;ero (ﬂ»}uﬁi{r())s
de Auxinas de Citokininas miento fn regene- miento Sloek regene- miento afoes regene- miento 508 regene-
— —_ de re;;g;e rados de % por rados de 1‘;‘);, rados de # ?gf‘ racdos
myfl ingfl callos indonlo 1}1‘101:1(‘1 eilc) callos fistesilo n%c;lr“ e?-i) callos indonlo 1::3:1 eerl0 callos 06 c(ﬂ 5 np(:)rfn e(;lo
de de de de
inéeulos inéeulos indculos in6culos
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 X —
ANA 0,2 0 XXX | X - XX XX — XX XXX e XX XX -
ANA 0,6 1] XXX | XX — XXX | XXX - XX XX - XX XX -
ANA 2 0 XXX | X - - XXX | X — XX X — XX X -
ATA 0,2 0 XX XX - XX XXX - XX XXX e XX XXX e
ATA 0,6 0O XX XXX — XX XX - XX XXX - X XXX -
ATA 2 0 X2 X e XX XXX — XX XXX — XX XX —
0O BA 0,02 | XX X — XXX | XX 1/12 XX XX — XX X —
0 BA 0,2 X XXX 3/23 XX "' XX 2/22 XX XX - XX XX -
0 BA 2 X X 2/20 XX XX 2/20 XX XX 5/22 XX XX —
0] Kinetina 0,02 | XX - — XX X — XX XXX - XXX | XXX 5/7
O Kinetina 0,2 XX X S XXX | X - XX XX - XX XXX -
0 Kinefina 2 XX X o XXX | X -- XX X - XX XX —
O 2iP 0,02 XX X — XX XX — XX XXX e XX XX - -
O 2iP 02 XX X - XX XXX —- XX XXX L XX XX —
O 2ilR 2 X X — XX XX - X XXX e XX XX —
2,4-D 0,2 BA 0,2 XXX | X 3/12 XXX - - XXX | X - XX XX e
2,4-D 0,2 BA 2 XXX | XX 2/12 XXX - - XXX | X — X X —
2,4-D 2 BA 0,2 XX — - XX - - XXX — e XX X -
2,4-D 2 BA 2 XX — — XX e e XXX e - XX X —
O 0 X X - XXX | XX — XXX | XXX - XX XX 4/24

#  Resnltados obtenidos al cabo de 30 dias de cultivo.

Crecimiento de callos: X, erecimiento escaso; XX, crecimiento medio; XXX, crecimiento elevado.
Regeneracion de raices: X, 1-5 rafces; XX, 5-10 raices; XXX, 10-15 raices.

ZOMYY dd SEMVTINTAD SOATLTAD NI SISHNHODONVOUO
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Fic. 2. Planta completa regenerada a partit de un callo de arroz.
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F1c. 3. Corte histolégico de una yema diferenciada 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 contenia

0,2 mg/1 de 2,4-D.
Los resultados muestran que:

El medio de cultivo que contiene 2 mg/l de 2,4-D es el mds adecuado
para el crecimiento indiferenciado de los calios, ya que aumentan en tamafio
sin producir diferenciacién de érganos. Unicamente en la variedad Seguial se
formaron algunas rafces.

En tres de las cuatro variedades estudiadas, Babia, Balilla X Sollana y Gi-
rona, se ha comprobado que la adicién de una citokinina al medio de cultivo
es absolutamente necesaria para producir la regeneracién de plantas a partir de
las células del callo. La BA se ha mostrado la més eficiente de las citokininas
ensayadas para la regeneracién de plantas. La concentracién éptima de esta
substancia capaz de producir un mayor porcentaje de diferenciacién varfa e
una variedad a otra (0,2 mg/l en Bahia y Balilla X Sollana y 2 mg/ en Girona).
La variedad Sequial ha sido capaz de diferenciar plantas sin necesidad de afia-
dir citokininas al medio de cultivo, quizd debido a que sus células tengan un
alto contenido enddgeno en este tipo de hormonas.

La adicién al medio de cultivo de otras substancias, tales como adenina o
4cido giberélico, aisladamente o en combinacién con hormonas, que han dado

resultados favorables en la diferenciacién de 6rganos, no mejora sensiblemen-
te la organogénesis en los callos.

El estudio histolégico de los callos que presentan diferenciacién nos pet-

mite asegurar que tanto las rafces como las yemas tienen su origen en las masas
de tejido indiferenciado del callo.

RESUMEN

En el presente trabajo se estudian los factores que afectan la organogénesis
en callos de cuatro variedades de atroz (Oryza sative L.), ampliamente cul-
tivadas en Espafia: Babia, Girona, Balilla X Sollana y Sequial. En todas ellas
se han determinado las condiciones del medio favorables a la proliferacién de
callos a partir de semillas y de fragmentos de rafces. En cuanto a la otgano-
génesis a partir de las masas celulares obtenidas, se ha comprobado que, en
general, la presencia de una citokinina es necesaria para la regeneracién de
plantas, siendo la 6 bencil adenina (BA) la mds 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, 1976.
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