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RESUMEN

Para la mayoria de las gramineas, la induccién del callo resulta esencial en Ia iniciacion de los cultivos y en el desencadenamiento de los eventos
morfogenéticos en condiciones in vitro. Semillas maduras de las variedades Jucarito-104 (J-104), Pokkali (Pok) e IACUBA-23 (IAC-23),
previamente descascaradas y desinfectadas, constituyeron el explante inicial. Se probaron 4 combinaciones de medios de cultivo a partir de las
sales de Murashige y Skoog (1962) (MS) y Chu et af, 1975 (N), el &cido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D) 2.0 mg/L y la Kinetina (KIN) 1.0 mg/L
y se efectuaron cortes histoldgicos a los callos R, resultantes. Los medios | y Il favorecieron la callogénesis y ejercieron una accién diferencial
sobre la formacién de centros meristematicos y la diferenciacién de elementos traqueales.
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ABSTRACT
In most Gramineae, callus induction is essential to culture initiation and unleashing of in vitro morphogenetic events. Mature seeds of Jucarito-
104 (J-104), Pokkali (Pok) and IACUBA-23 (IAC-23) varieties, previously husking and disinfected, were the initial explant. 4 combinations of
culture media were tested, using Murashige and Skoog (1962) (MS) and Chu et a/, 1975 (N,) salts, 2,4 -dichlorophenoxyacstic acid (2,4-D) 2.0
mg/L and Kinetin (KIN) 1.0 mg/L and histologic cuts were performed on the resulting R, callus. Callogenesis was enhanced by media | and Il which
had a differential effect on the formation of meristem centres and differentiation of tracheal elements.

Key words: Oryza sativa L., callogenesis, culture media, morphogenesis, histology

INTRODUCCION MATERIALES Y METODOS
La callogénesis constituye el proceso mas generalizado Se emplearon semillas maduras de las variedades
para el inicio de los cultivos de gramineas en condiciones comerciales Jucarito 104 (J-104), Pokkali (Pok) e IACUBA
in vitro. Su induccién y establecimiento aseguran el 23 (IAC-23) de arroz (Oryza sativalL.), pertenecientes a la
desarrollo morfogenético ulterior. subespecie /dlica, obtenidas del Banco de Germoplasma
del Instituto de Investigaciones del Arroz (lIA).
Una vez establecido el cultivo a través de los callos, de
acuerdo con la ‘determinacion’ celular, se suceden eventos Las semillas previamente descascaradas fueron expuestas
de rediferenciacion que conducen a la formacién incipiente a una doble desinfeccién: sumergidas inicialmente en
de organos y/o ‘embrioides’ como primeras  gojuciénde Hipoclorito de Sodio (NaHOCI) 2.5 % y 0.2 %
manifestaciones morfogenéticas (Dodds y Roberts, 1995; de Tween 80 y con posterioridad en solucién de Bicloruro
Lopez, 1996). de Mercurio (HgCl,) 0.1 %, por espacio de 15 min. en
cada una, con agitacién ligera e interrumpida. Luego de
La morfologia, color, friabilidad y anatomia de los callos  cada inmersion en las diferentes soluciones, el conjunto
varia mucho, es por ello que las descripciones morfolégica  ge semillas se sometié a tres enjuagues consecutivos
e histoldgica brindan evidencias de la morfogénesis que con agua destilada (H,O ) estéril.
recién se induce desde dicho estadio. Ademas,
contribuyen a discriminar el caracter érgano y/o Posteriormente se colocaron, de forma individual, en tubos
embriogenético de los callos, su origen y las células que de ensayo que contenian 15 mL de cada una de las
intervienen en el proceso. variantes de medio de cultivo probadas (Tabla ). Dichas
~ variantes se confeccionaron a partir de las sales de
El presente trabajo tiene como objetivos establecer un Murashige y Skoog, 1962 (MS) y Chu e7af, 1975 (N,), el
medio de cultivo adecuado para la iniciacién de callos a acido 2,4 -diclorofenoxiacético (2,4-D) 2.0 mg/L y la
partir.de semillas de las variedades Jucarito 104 (J-104), Kinetina (KIN) 1.0 mg/L, con un total de 16 réplicas por
Pokkali (Pok) & IACUba 23 (IAC-23) de arrozy caracterizar o iento e afiadié sacarosa (aztcar refino comercial)

los callos R, resultantes de los medios de induccion 30 g/L y agar (Agar-Agar, SIGMA) 9 g/L. Se ajusté el pH
promisorios.
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de los medios a 5.7 y se esterilizaron en autoclave (120
°C) durante 20 min.

Al cabo de una semana se procedit a la escision de
coledptilos y radiculas brotados, reinoculando las semillas
en sus respectivos recipientes, que se mantuvieron en
condiciones de oscuridad, a la temperaturade 25 £2 °C
hasta el término de un mes, momento en el cual fueron
evaluados los siguientes parametros: formacion del callo,
dimensiones (longitud maxima de expansion celular, en
cm), coloracion y textura o apariencia.

Para los estudios histoldgicos se seleccionaron
fragmentos (0.5-1.0 cm) de callos de las 3 variedades,
obtenidos en fase de cultivo R, con 5 semanas en los
medios de induccién | v II. Dichos fragmentos se fijaron
en solucién AFA (Alcohol absoluto-Formaldehido-Acido
Acético Glacial) de acuerdo con Pefia y Saralegui (1982),
por periodo de 5.5 meses y se sometieron a un
procesamiento mecénico segun Borrajero efa/ (1982 a),
a continuacion fueron incluidos en parafina quedando
conformado un blogue por muestra, al cual se le practicaron
cortes seriados mediante el micrétomo de deslizamiento,
a 8 m de espesor.

La tincién, tipo regresiva, se desarrollé también a través
de un procesador mecanico, empleando los colorantes
Hematoxilina Alimina de Harris y Eosina, segun la técnica
de rutina descrita por Borrajero ef a/. (1982 b).

Las observaciones fueron realizadas con un microscopio
éptico complejo de campo brillante Axiolab MC 80, Car
Zeiss, con camara fotografica adaptada, a aumentos de
100 X y 400 X de acuerdo con el objeto de observacion.
Cada tratamiento fue caracterizado a través de 3
preparaciones, sobre las que a su vez se efectuaron un

promedio de 3 observaciones aleatorias dirigidas a evaluar:
numero de centros meristematicos, dimensiones de los
centros meristematicos (longitud y amplitud maximas, en
m) y nimero de traqueidas (para la mediciéon de este
caracter se asumieron 5 rangos o niveles cuantitativos: 0;
1-10; 11-20; 21-30; > 30 traqueidas).

Los datos obtenidos del experimento de induccion se
procesaron estadisticamente a través de un ANOVA
factorial y la correspondiente prueba de Duncan para la
comparacién miiltiple de medias, mientras que aquellos
resultantes de la evaluacion histoldgica se incorporaron a
una tabla de contingencia R x C y se les aplico la
prueba G. Todo el procesamiento se realizé segun el
paquete estadistico TONYSTAT (Sigarroa, 1987).

RESULTADOS Y DISCUSION

1.1- Induccién de callogénesis.

Las mayores frecuencias de induccién de callos asi como
los valores promedio mas elevados de su crecimiento, se
obtuvieron en los medios de cultivo | y Il (Fig. 1). Las
dimensiones de los callos en dichas combinaciones,
sobrepasaron los 0.7 cm, mientras que en los medios lil y
IV se produjo un crecimiento pobre, inferior a los 0.5 cm.

El rango porcentual de las mejores frecuencias se enmarco
en orden similar a aquellas reportadas por Ravi y Minocha
(1993) y Rueb ef a/. (1994) al emplear precisamente las
sales de MS con 2,4-D 2.0 mg/L y por Ravi, D. y Minocha
(1993) al combinar 2,4-D y KIN, pero a iguales
concentraciones por valor de 1.5 mg/L. Sin embargo, los
resultados de induccién en el caso del tratamiento lll, no
guardan correspondencia con el 100 % de formacion de
callos obtenido por Rueb ef a/ (1994) en la propia
combinacion de medio.

TABLAI
Medios de cultivo para la induccién de callos de arroz.
1 ] 1]l v

Sales MS + + - -

N, - - + +
Solucién de A - + + +
vitaminas B + - - -
Fitohormonas | 24-D

(2.0 mg/L) + + + +

KIN

(1.0 mg/L) - + - +
Mioinositol 100 mg/L - + + +

200 mg/L + - - -

A: Solucién de vitaminas de MS.
B: Solucion de vitaminas de MS con Tiamina (1.0 mg/L).
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‘Ahmad ef a/. (1994) exponen un crecimiento menor de
4.0 cm para callos de tres semanas, iniciados en medio
semejante al Il y sélo dimensiones similares a las
alcanzadas en el presente experimento, a concentraciones
de 2,4-D superiores a 5.0 mg/L.

Los callos se caracterizaron ademés por presentar una
superficie irreqular con textura compacta de aspecto
noduloso y globular y una coloracién que oscilé entre
blanquecino y amarillo tal como se describe para cereales,
en el caso de aquellos de tipo embriogénico (Nabors ef
af., 1983; Siriwardana y Nabors, 1983; Meijer efa/, 1991;
Vasily Vasil, 1993; Whenzong efa/, 1994) y en especifico
para este cultivo (Ravi, D. y Minocha, 1993; Ravi y
Minocha, 1993; Ravi et a/, 1993; Rueb et a/, 1994; Zhu
et al, 1996).

El medio de cultivo, tal como evidencié el andlisis de
varianza (ANOVA) factorial se convirtié en el factor clave
para el crecimiento del callo, resultado que concuerda
con el obtenido por Rueb. efa/ (1994), donde la frecuencia
de induccién de callos fue medio de cultivo dependiente.

No existe interaccion significativa entre las variedades y
el medio de cultivo, independientemente de dichos
factores, se va a producir division celular y por consiguiente
el crecimiento. De igual forma cualquiera de los tres
genotipos es capaz de desdiferenciar el tejido seminal
para formar callo, aunque la variedad 1AC-23 mostré,
ligeramente, mejor crecimiento y mayor respuesta de
induccion en los cuatro tratamientos de medios de cultivo

(Fig. 1).

Los medios probados difieren muy significativamente entre
si, indicando su influencia directa sobre el crecimiento
del callo.
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Fig. 1. Frecuencias de induccion (%) y crecimiento promedio (cm) de los callos, al cabo de 30 dias de cultivo.

[}

De acuerdo con los resultados de la prueba de Duncan,
graficados en la figura 2, no existen diferencias
significativas entre los medios | y Il para inducir la formacién
de callo e incrementar su crecimiento, por lo que
tratdndose la combinacién Il de un medio menos
suplementado, con una composicién hormonal balanceada
y proporcional de acuerdo con la finalidad a la que se
destina y que logra ademas, para las tres variedades,
frecuencias de induccion superiores al 93 % , pudiera
emplearse convenientemente como medio inductor y/ode
mantenimiento de callos.

En este sentido es apreciable el incremento de biomasa
en callos que luego de 1 mes de iniciados (Fase R,). son
subcultivados por otro mes (Fase R,) en el propio medio Il
(Fig. 3).

El suplemento fitohormonal empleado, propicié la induccion
de callos. Se plantea que la adicién de 2,4-D es
generalmente suficiente para inducir la proliferacién celular,
imprescindible para la formacién de cultivos
morfogenéticos, relacionandola con el desencadenamiento
de la embriogénesis somética (Lépez, 1996; Jain e Ishii,
1997). La concentracién de 2.0 mg/L se aprueba como el
nivel éptimo para lograr la iniciacién de callos en arroz
(Ravi y Minocha, 1993). Ademds, también se aduce que
las citoquininas acttian junto con las auxinas para estimular
la divisién celular en los callos (Zhu ef a/, 1996) y que
dicha combinacién favorece el proceso de callogénesis
en arroz /ndica(Wenzhong efa/, 1994). Dodds y Roberts
(1995) especifican a la KIN como la citoquinina tipicamente
afiadida.

Las variantes Il y IV brindaron los menores niveles de
respuesta, a pesar de contar con una composicién
fitohormonal similar a la contenida en 1 y Il y cominmente
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Fig. 2. Influencia de los medios de induccion |, 11, 1l y IV sobre el crecimiento de los callos.

p < 0.05 (Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos).

propuesta como efectiva para la induccion de callos (Ravi
etal, 1993; Ahmad etaf, 1994; Dodds y Roberts, 1995).
En particular el medio Il se destacé como el menos
favorable para la callogénesis en las tres variedades.
Dichas variantes contienen como medio basal las sales
del medio N, (1975), propuesto por varios autores para la
induccion de callogénesis en arroz, pero a partir de anteras
(Ravi, D. y Minocha, 1993; Ravi efa/, 1993; Ayres eral,
1995; Sathish e/ a/, 1995) y por unos pocos al emplear
semillas (Ravi y Minocha, 1992; Mitsuoka ef &/, 1894;
Rueb efal, 1994) . Se ha planteado que su aplicacién en
arroz /ndica, subespecie a la que pertenecen las semillas
probadas, es limitada por lo que se realizan intentos para
maodificarlo y perfeccionar su utilidad (Reddy efa/, 1985),
asi se han conjugado convenientemente parte de sus
elementos con los de otros medios de cultivo conocidos
(Rancé ef a/, 1994; Wenzhong et a/, 1994).

El medio antes mencionado, a diferencia del MS (1962) -
reconocido como el mas utilizado en gramineas (Lépez,
1996) y constituyente principal de los tratamientos 1 y Il-,
excluye a los micronutrientes: NaMoO, , CuSo, y CoCl, ,
portadores de iones Cu* y Mo®, esenciales para las
células de plantas superiores (Dodds y. Roberts, 1995) y
de Co®, reportado con efectos positivos en la induccion
de callos de arroz (Pérez, 1997), por lo que es probable
que la composicidon de microelementos no supla los
requerimientos nutricionales necesarios para promover
mayor division celular y por consiguiente un crecimiento
del callo en mayor magnitud.

1.2- Estudio histoldgico.
Para una mejor comprension de los eventos

i=ig. 3. Ilos de las variedades J-104, Pokkali e IAC-23 subcuttivados
en medio |l (Fase R,) por espacio de 30 dias.

morfogenéticos, también es importante conocer los
cambios originados en la estructura interna del material
vegetal a lo largo del proceso en cuestion. En tal sentido
los cortes histolégicos practicados, como complemento
del experimento de induccién, posibilitaron caracterizar
la composicién tisular de los callos al cabo de 30 dias de
cultivo, en las mejores combinaciones de medio y
establecer paralelos entre ésta y la descripcion
morfoldgica.

Las observaciones definieron una superioridad numérica
en cuanto al promedio de centros meristematicos a favor
del medio | (7.44 - 10.00) con relacion al Il (3.75 - 6.38),
sus dimensiones, evaluadas a través de las longitudes y
amplitudes méximas fluctuaron entre 5.18 m - 8.02 my
5.90 m - 8.81 m respectivamente, para las 3 variedades
(Tabla I1).
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TABLAII
Valores medios y de error estandar para las variables N° y dimensiones de los centros meristeméticos (m).
Variedades
J-104 Pokkali IAC-23
‘ X E.S. X E.S. X E.S.
V | N°deCentros i 8.78 | 0.97 7.44 | 0.67 10.00{ 0.40
a | Meristematicos i 3.75 | 0.59 4.00 | 0.67 6.38 | 0.66
r | Longitud Maxima [ 5.31 | 0.41 7.66 | 0.49 6.58 |0.31
i (m) Il 5.18 | 0.55 572 | 0.74 8.02 | 0.55
a | Amplitud Maxima [ 5.90| 045 7.21] 040 7.32 | 0.34
b (m) ] 6.40 | 0.58 592 | 0.74 8.81 |0.60

De forma general se considera que los primordios de los
organos se originan a partir de pequefios grupos de células
parenquimaticas que dan lugar a formaciones
meristematicas, las cuales agrupadas en lo que se ha
denominado meristemoides, constituyen los centros de
posterior proliferacion celular (Cornejo ef a/, 1984), es
por esta razén que prestamos especial atencién a la
evaluacion de los centros meristematicos formados.

La interaccién entre las 3 variedades empleadas y los
medios de induccién aplicados, no promovi6 diferencias
significativas en el nimero de centros meristematicos, de
igual forma, tampoco la variedad determiné la cantidad de
centros meristematicos que se originaron, sino que
correspondio al medio de cultivo la definicién numérica de
estas agrupaciones celulares, las cuales se incrementaron
favorecidas por la combinacion de medio | que difirio
significativamente de la Il

En arroz se ha descrito la apariciéon de brotes
meristematicos luego de la formacién de cuerpos
escutelares y estructuras verdes foliosas (Vasil y Vasil,
1982 a). Dicha formacién de brotes meristematicos
asociada con el estadio escutelar se extiende a otras
gramineas como Zea maysLinn., Penniselum americanum
(L.) K. Schum. y 7riticum aestivum Linn. (Vasil y Vasil,
1982a) y caracterizan a sus embrioides.

Por lo que la aparicidn de estos centros meristematicos,
formaciones que de seguro justifican la textura nodulosa
y globular de la superficie externa de los callos, unido al
resto de las caracteristicas morfoldgicas descritas en el
epigrafe anterior, pudieran evidenciar la existencia de zonas
embriogénicas en el tejido de los callos obtenidos. Dichas
zonas, estimuladas por la composicién hormonal, podrian
desencadenar el inicio de la organizacion de embrioides
desde esta primera etapa de induccién del callo.
Embrioides que a su vez, continuarian su desarrollo en
los medios de regeneracion ulteriores.

Tal como plantea Cornejo ef 4/ (1984) los callos pueden
desarrollar diferentes grados de organizacion si se varian
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adecuadamente las condiciones del medio, principaimente
en lo que se refiere a su contenido hormonal.

El medio de induccién I, como ya se ha comentado en
otros epigrafes del presente documento, contiene como
Unico suplemento fitohormonal a la auxina 2,4-D, declarada
como esencial para la induccién y el temprano desarrollo
de los embrioides hacia el estadio globular en Pennisetfum
americanum (Vasil y Vasil, 1982 a) y en Zea mays (Lu et
at, 1983), elementos que apoyan la superioridad numérica
de centros meristematicos encontrada en este medio |
(Fig. 4).

Fig. 4. Diferenciacion de centros meristematicos en callos de J-104
cultivados sobre medio de induccién |.

Resulta interesante que a pesar de no existir diferencias
significativas con respecto al factor variedad, se presente
una mayor respuesta de formacién de centros
meristematicos en el tratamiento que conjuga a IAC-23
con el medio |, variedad que coincidentemente ofrecio la
mejor respuesta de induccion.

Con relacion a las dimensiones de los centros
meristematicos, medidas a través de las variables: longitud
y amplitud maximas, se distinguié una interaccién
altamente significativa entre las variedades y los medios
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Fig. 5. Comparacién de los valores de longitud y amplitud méximas de centros meristematicos, entre los tratamientos aplicados.

J-=1: J-104, medio |
J-ll: J-104, medio Il

P-1 : Pokkali, medio |
P-11 : Pokkali, medio Il
p<0.05

1A-I : IAC-23, medio |
1A-Il : IAC-23, medio Il

(Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos).

de cultivo. Para ambas variables, los tratamientos que
combinaron a la variedad IAC-23 con los 2 medios y a la
variedad Pokkali con el medio | promovieron los mejores
resultados (Fig. 5), por lo que pudiera generalizarse que
corresponden a la variedad |IAC-23 los valores promisorios
en cuanto a las dimensiones de los centros
meristematicos. El tratamiento conformado por la variedad
Pokkali en medio Il se manifiesté como el menos
recomendable para organizar centros meristematicos de
mayores proporciones.

En las observaciones realizadas, los elementos de tejido
conductor estuvieron casi absolutamente representados
por vasos de xilema, consecuentemente el nimero de
traqueidas fue la cuarta variable evaluada a nivel de los
cortes histoldgicos de los callos.

Las frecuencias de aparicion de traqueidas atendiendo a
los 5 niveles -relativos a la cantidad- establecidos, para
los diferentes tratamientos en la muestra experimental
evaluada (n) y la significacién operada sobre el estadistico
G (Tabla lll) hacen posible inferir que, mayoritariamente,
el nimero de traqueidas esta asociado con el medio de
cultivo del cual se trate.

El medio | condujo a la menor diferenciacion de elementos

traqueales para las variedades J-104 y Pokkali, mientras
que el medio Il promovid condiciones favorables para la
diferenciacién de dichos vasos conductores (Fig. 6), a
excepcion también de la variedad IAC-23, donde el
comportamiento fue totalmente contrario.

El maximo nimero de traqueidas fue alcanzado por la
variedad J-104 al interactuar con el medio Il y por la variedad
IAC-23 con el medio I

En la composicién del medio de cultivo I, el balance
fitohormonal se distingue de aquel del medio |, como
recordaremos, se adiciona la citoquinina KIN en una
relacién 1:2 con respecto al 2,4-D. El hecho de obtener
una mejor respuesta de diferenciacién de elementos
traqueales en el medio Il concuerda con lo expuesto por
Cornejo e/a/. (1984) y por Dodds y Roberts (1995) acerca
de la influencia positiva de las auxinas y citoquininas en
el proceso de diferenciacion de tejido vascular en los callos,
estos Ultimos autores sugieren ademas la presencia de
un carbohidrato como requerimiento adicional para la
xilogénesis.

Dodds y Roberts (1995), de alguna forma, relacionan la
diferenciacién de nédulos vasculares , integrados por zonas
discretas de xilema y floema separadas por cambium,

266



Revista del Jardin Botanico Nacional 22(2): 261-269, 2001

2t SRl o RN S, BN TR
Fig. 6. Diferenciacién de traqueidas en callos de IAG-23 cultivados
sobre medio de induccion IL.

con los meristemoides, aunque plantean que la
diferenciacién vascular también puede adoptar la forma
de hileras de elementos traqueales, como se ajusta a
nuestro caso,

Vasil y Vasil (1982 b) sefialan que los embrioides de
Pennisetumn americanum poseen un sistema vascular
cerrado e independiente. En nuestros cortes no fue posible
observar la continuidad del tejido conductor con alguna
de las otras formas celulares como se describe para
embrioides de trigo ( 77iticum aestivurm) en los que se hallé
al tejido vascular originado a partir de la epiblstula, en
conexion con las estructuras foliosas del escutelo y el
primordio radical (Ozias-Akins y Vasil, 1983).

A pesar de que tampoco se trata de algo comprobado por
nosotros, no pudiéramos descartar el evento de
transdiferenciacion directa de células parenquiméticas a
traqueales, explicado por Dodds y Roberts (1995).

Las habilidades de formacion de traqueidas y vasos de
xilema en arroz, también se relacionan con la actividad
de la enzima fosfatasa acida (Abe efal, 1994).

La independencia entre el niimero de traqueidas y el medio
de cultivo mostrada por la variedad IAC-23 y sus
manifestaciones extremas y contrarias en comparacion a
las otras dos variedades para este caracter pudiera deberse
a adaptaciones intrinsecas de esta variedad en particular.
IAC-23 se caracteriza por ser tolerante a la sequiayala
salinidad por lo que es probable que un medio de cultivo
menos favorable para la formacion de vasos conductores,
como es el |, se genere una respuesta inversa en el sentido
de aumentar el transporte de agua para las estructuras
embrioidales en formacion.

El periodo de tiempo de 30 dias, momento en el cual
logramos detectar a través de cortes histol6gicos el origen
incipiente de embrioides, se aproxima a las 3 semanas
propuestas para la aparicion de embriones bien
desarrollados en Zea mays(Lu efal, 1982) y a los 35-38
dias definidos como propicios para la produccion de
embriones somaticos en Coffea canephora Froehn. var.
robusta (Garcia et al, 1995).

Finalmente, corroboramos al igual que otros autores (Vasil
y Vasil, 1982 a, b; Lu ef 4/, 1982; Ozias-Akins y Vasil,
1983; Garcia et a/, 1995) que la neoformacién de
embrioides queda establecida desde las fases de iniciacion
del callo.
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