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RESUMEN

Con el objetivo de optimizar la etapa de regeneracion de plantas de arroz indica por embriogénesis
somatica, se evalud el estrés hidrico por desecacion en callos embriogénicos desarrollados de
semillas maduras, en cuatro variedades de arroz venezolanas: Araure-4, Centauro, Cimarron y
Venezuela-21. Las frecuencias regenerativas y los promedios de diferenciacién de plantas por callo
embriogénico, se determinaron luego de aplicado un tratamiento de desecacion (0, 24, 48 y 72 h). Se
observo de manera significativa que tanto en la frecuencia de regeneracion como en el promedio de
plantas diferenciadas por callo, tres de los cuatro cultivares respondieron favorablemente a 24 h
(Araure-4:45% vy 16,8; Cimarron: 50% y 16,15; Venezuela-21:47% y 16,9), mientras que Centauro,
respondié a 48 h (44% y 17,19), con el mayor porcentaje de plantas regeneradas.

ABSTRACT

The aim of this study was the optimization of regeneration stages by somatic embryogenesis in four
Venezuelan varieties of indica rice plants (Araure-4, Centauro, Cimarron and Venezuela-21). The
hydric stress was evaluated by desiccation of embryogenic calluses of mature seeds. The regeneration
frequencies and average differentiation of plants from embryogenic callus were determined after the
treatments of 0, 24, 48, and 72 h of desiccation. The treatment improved the frequency of regeneration
and the average of plants differentiated by each callus; three of four cultivars reacted favorably to the
24 h treatment: Araure (-4:45% and 16,8, respectively); Cimarron (50% and 16,15, respectively),
Venezuela-21 (47% and 16,9, respectively). The Centauro cultivar reacted better to the 48 h treatment
(44% and 17,19, respectively) producing the highest percentage of regenerated plants.
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INTRODUCCION

El arroz (Oryza sativa L.) es un cultivo
importante en el mundo, siendo el segundo cereal
en consumo luego del trigo, proveyendo mas del
50% de las calorias diarias a mas de la mitad de la
poblacion mundial (Abreu y col., 1993). En
Venezuela se produce, procesa y comercia,
concentrandose su cultivo en los Llanos Centrales
(Estado Guérico) y Occidentales (Estados
Portuguesa, Cojedes y Barinas), (Abreu y col.,
1993). Venezuela representa un 0,12 % de la
produccién mundial del cultivo, siendo los estdos
Guérico y Portuguesa los de mayor produccion
(80%) del pais (Danac, 2004).

El arroz pertenece a la Familia Poaceae, género
Oryza, siendo Oryza sativa la especie mas
importante, con tres grupos: javanica, japonica e
indica, los dos ultimos son los de mayor
rendimiento y comercializacion mundial (85%)
(Hill, 1965).

El arroz como todo cultivo es susceptible a
numerosas y diversas plagas y enfermedades, las
cuales afectan significativamente la productividad
tanto en calidad como en cantidad. Pyricularia
grisea es el patdégeno fangico mas devastador del
cultivo de arroz en el mundo y Venezuela, siendo
causante del anublo del arroz, cuya mas grave
afectacion es la dobladura o ruptura de la panicula,
trayendo como consecuencia la no formacion de
los granos. La capacidad destructiva de este
patogeno se fundamenta en el rapido desarrollo de
variabilidad genética, haciéndolo adaptable a
nuevos cultivares y resistente a fungicidas
especificos (Kransz y col., 1978).

En arroz se han realizado multiples estudios
para lograr su mejoramiento; asi, se han descrito
protocolos eficientes de regeneracion in vitro,
marcadores moleculares, bancos genéticos y de
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germoplasma e ingenieria genética. Como
sistemas de regeneracion, se han establecido la
organogénesis 'y la embriogénesis somatica
indirecta, siendo esta ultima la de mayor potencial
regenerativo, tanto por la formacion de embriones
somaticos primarios como secundarios
(Raemakers y col., 1995). Estos sistemas
regenerativos se han iniciado de distintos
explantes, tales como: embriones sexuales
inmaduros (Heyser y col., 1983), embriones
sexuales maduros (Rueb y col., 1994), semillas
maduras (Nakano y Maeda,1979), secciones
nodales (Dun-Yi y Kirikorian, 1981), hojas
(Bhattacharya y Sen, 1980), coleoptilos (Sahrawat
y Chand, 2001), epicotilos (Khatun y Desamero,
2005), raices (Kawata y Ishihara, 1968; Kabir y
col., 1968), ovarios (Rongbai y col., 1998),
proembriones cigoticos (Zhao y col., 1999), polen
(Bajaj, 1984) y anteras (Lee y col., 2000). De estos
procesos de regeneracion se han obtenido
cultivares tolerantes al estrés salino (Belyanskaya
y col., 1994) y conjuntamente con técnicas de
ingenieria genética se han logrado diversos tipos
de plantas transgénicas, como plantas resistentes a
herbicidas, a hongos, a insectos y al estrés hidrico
(Repellin y col., 2001), asimismo se han obtenido
plantas de interés alimentario como el famoso
arroz de oro, cuyos granos estan enriquecidos con
vitamina A (Yey col., 2000).

La obtencion de un mayor nimero de plantas
élite a través de los diferentes procesos
regenerativos in vitro, esta influenciada por
numerosos Y diversos parametros fisicos, quimicos
y bioldgicos, tales como: la luz, el fotoperiodo,
composicion del medio de cultivo y genotipo. El
sistema de regeneracion mas eficiente en los
cereales, incluyendo el arroz, es la embriogénesis
somatica, la cual depende de diversos factores,
siendo el genotipo y el medio de cultivo los méas
relevantes, estableciéndose en dos etapas, una de
induccidn del callo y la segunda de regeneracion
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de las plantas (Khanna y Raina, 1998). Los medios
de cultivo de induccion estdn suplementados con
solo 2,4-D, mientras que en la etapa de
regeneracion se suprime dicha hormona y se
utilizan otras auxinas combinadas con citoquininas
(Bannikova y Barabanova, 1990). La fase de
regeneracion es la mas importante, ya que de ella
depende el desarrollo de un mayor nimero de
plantas con las caracteristicas agrondmicamente
deseadas para el fitomejorador, en este sentido es
relevante mejorar los pardmetros que permitan
lograr el desarrollo morfogénico de numerosas
plantas viables en dicha etapa, optimizando la
misma, en el logro de una mayor frecuencia
regenerativa a partir de callos embriogénicos.
Dicha optimizacion puede ser lograda mediante
distintos  tratamientos de estrés osmdtico,
subcultivando los callos de capacidad regenerativa
en medios de cultivo suplementados con agentes
que generen un estrés hidrico, tales como altas
concentraciones de los azucares, manitol, sorbitol,
sacarosa, maltosa, sales como NaCl o agentes
solidificantes como el phytagel o el agar. Asi
tenemos que en arroz se ha empleado 1% de
sorbitol o manitol (Rubi y col., 1999), 3-6% de
sacarosa (Higuchi y Maeda, 1991; Krishnaraj y
Sreerangasamy, 1993; Grewal y col., 2005), 2-3%
de maltosa (Grewal y col., 2005; Geng y col.,
2008) y 0.2-0.6% de phytagel (Jan y col., 2001;
Aliy col., 2004; Meneses y col., 2005).

También pueden inducirse condiciones de estrés
hidrico por desecacion, cuyo éptimo puede oscilar de
24-144 h de incubacion del callo en oscuridad (Binh'y
col., 1993; Wenzhong, 1994; Jain y col., 1996;
Saharan y col., 2004). No obstante, la incubacion
prolongada bajo el estrés, puede regenerar plantas con
variaciones genéticas o ploidias diversas, tal como lo
indicé Yoshida y col. (1998) con manitol, Phong y
col. (2001) con un tiempo de desecacion prolongado y
Krishnaraj y Sreerangasamy (1993) empleando 0.5%
de NaCl.

Finalmente, debido al incremento de Ia
poblacion a nivel mundial en el siglo XXI, es
imperante satisfacer la demanda alimentaria, y
para ello, es importante obtener cultivares
resistentes a diversas enfermedades y plagas, como
en el caso de Pyricularia grisea, asi como
aumentar el rendimiento y calidad nutricional del
grano, por lo cual la utilizacion de técnicas de
cultivo de tejido y/o ingenieria genética, son una
manera eficaz de seleccionar variantes a corto
plazo y a bajo costo, omitiéndose asi los métodos
tradicionales de seleccion de linajes en el campo.
Para el logro de dicho proceso, se hace necesario
contar con un sistema eficiente de regeneracion in
vitro por embriogénesis somatica, optimizando la
fase regenerativa a través del estrés hidrico por
desecacion. El objetivo del presente trabajo fue
optimizar el protocolo basado en el estrés hidrico
para obtener un alto porcentaje de plantas viables
en variedades venezolanas de arroz.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron como explantes semillas maduras,
descascaradas manualmente, de cuatro variedades
venezolanas de arroz (Oryza sativa L.): Araure-4,
Centauro, Cimarrén y Venezuela-21 suministradas
por el INIA-Portuguesa. EI protocolo de
desinfeccion se realizd en una cadmara de flujo
laminar horizontal y consistio en lavar las semillas
con agua destilada estéril y jabon liquido
comercial durante 15 min. en agitacion continua;
luego con alcohol isopropilico (70%) por 5 min,
seguidamente con cloro comercial sin diluir méas
Tween 20 (2 gotas/10mL) por 30 min, y por
altimo se realizaron 6 cambios (3 min. c/u) con
agua destilada estéril. Se utilizaron 100 semillas
por tratamiento (10 por placa de Petri),
sembréandose in vitro, colocando la zona embrional
en contacto con el medio, siguiendo un sistema de
dos etapas (induccion y regeneracion) tipico en
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cereales (Nabors y col., 1983; Vasil, 1987). En la
etapa | (4-8 semanas), se indujo la formacion de
los callos, utilizando medios con acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) combinado con la
citoquinina 6-Benzil-aminopurina (BA), mientras
que la segunda etapa consistid, en regenerar
plantas a partir de callos embriogénicos con
capacidad regenerativa inducidos en la primera
fase, remplazandose el 2,4-D por &cido
indolacético (AlA), combinado con BA.

Los medios de cultivo, contenian las sales de
Murashige y Skoog (1962), 2 mg.L-1 de glicina, 1
mg.L-1 de tiamina-HCI y 0.5 mg.L-1 de
piridoxina-HCI (Zhuang y Jia, 1983) Mioinositol
10 mg.L-1 y sacarosa al 30% para los medios de
induccion y 50% para los medios de regeneracion
(Zaidi y col.,, 2006). Los reguladores de
crecimiento utilizados en induccion fueron: 2,4-D
aly3mg.L-1; Ko BA a2 mg.L-1, dependiendo
del medio de induccion &ptimo por variedad
(Araure- 4: 1 mg.L-1 2,4-D+2 mg.L-1 de K;
Cimarron: 3 mg.L-1 2,4-D+2 mg.L-1 de K;
Venezuela-21 y Centauro: 1 mg.L-1 2,4-D+2
mg.L-1 de BA) (Fernandez y Cardona, 2010),
mientras que en regeneracion se utilizd AIA a 0.5
mg.L-1y BA a2 mg.L-1. Se ajusté el pH a 5.8, se
solidifico con agar (1,6 %), y se esteriliz6 a 15
Ib.plg-2 y 121°C (15 min). se sometio A los callos
embriogénicos seleccionados (E: compactos de
superficie lisa, de apariencia globular, con una
coloracion blanco-crema), para el proceso
regenerativo a un tratamiento de estrés hidrico por
desecacion por 0, 12, 24, 48 y 72 h (Saharan y col.,
2004), repicandose los mismos en placas Petri
estériles con papel (bajo condiciones de oscuridad
y 30°C); seguidamente los callos fueron
subcultivados en medios de regeneracion bajo luz
continua (120puE/m2s1) y a 30°C.

Con el fin de visualizar el efecto del tratamiento
de estrés hidrico, se calculé la frecuencia de
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regeneracion de plantas, empleando la férmula
planteada por Zaidi y col. (2006) tal como se
indica a continuacion: Frecuencia de regeneracion
= (#callos regenerados / #callos regenerativos
cultivados) x 100. Asimismo, se determino el
promedio de plantas diferenciadas por callo
embriogénico regenerado. Todos los datos se
analizaron estadisticamente mediante Analisis de
Varianza (ANOVA) de una via con p < 0,05,
mediante el programa Statistica 6,0 de Statsoft
C.A.

Los cortes histoldgicos se realizaron a los callos
embriogénicos, fijados en FAA al 50% (sometido
a cada tratamiento), mediante un micrétomo de
rotacion y tefiidos con safranina. Para el registro
fotogréfico se utilizé una lupa Leika DFC 280 y
para los cortes un microscopio de luz Leika DM
1000.

RESULTADOS Y DISCUSION

La fase de regeneracion es la mas importante,
ya que de ella depende la frecuencia de
diferenciacién de las plantas; en este sentido es
necesario optimizar los parametros que permitan
lograr el desarrollo morfogénico de las mismas
en dicha etapa. Asi, este trabajo evalud
fundamentalmente el estrés hidrico por
desecacion en callos embriogénicos en 4
variedades de arroz, como factor optimizador de
la regeneracion de plantas por embriogénesis
somatica indirecta. Dicho proceso regenerativo
se dio a partir de callos embriogénicos
desarrollados de semillas maduras, en medios de
induccion con 2,4-D en 4-8 semanas de cultivo
(Figura 1a-d). Se observo que a la semana de
cultivo in vitro, se produjo la germinacién de los
embriones somaticos en medios sin auxina, y se
evidenciaron plantas completas a las 4 semanas
(Figura le-f).
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Figura 1. Regeneracion de arroz. a. Desarrollo de callo (C) de la zona escutelar de la semilla madura. b. Callo embriogénico (CE).
c. Callo E con embriones globulares (Eg) y de mayor desarrollo donde se detalla el vastago (Vs). d. Embriones somaticos
germinando donde se observa el vastago. e. Plantulas de arroz donde se evidencian las primeras hojas y la raiz (R). f. Numerosas

plantas formando una Macolla.
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La optimizacion de la etapa de regeneracién en
cereales como el arroz es lograda mediante estrés
osmotico, subcultivando los callos embriogénicos
en medios de cultivo suplementados con algun
agente que ejerza estrés hidrico, tales como
polietilenglicol, sacarosa, maltosa, manitol,
sorbitol o sales, asi como la desecacion. Asi
tenemos que Rubi y col. (1999) obtiene un mayor
nimero de plantas transgénicas (por bombardeo)
tratando los callos embriogenicos 4-16 h con 1%
desSorbitol o manitol antes de realizar la
transformacion por biobalistica. También el
tratamiento con manitol (0.4 M) puede ser mas
prolongado, encontrandose una mayor
regeneracion a las 48 h (Dode, 2005). En el caso
de la sacarosa, se indica 3% (Krishnaraj vy
Sreerangasamy, 1993) o 3-6% (Higuchi y Maeda,
1991; Grewal y col, 2005), mientras que para la
maltosa se sefiala 2-3% (Grewal y col., 2005;
Geng y col., 2008). En relacion al polietilenglicol,
se emplea de 5-30%, siendo 6ptimo al 5% pero no
se reporta regeneracion (Al-Bahrany, 2002). Con
respecto al agente solidificante, tenemos el
phytagel, al 0.2-0.6% (Jan y col., 2001; Ali y col.,
2004; Meneses y col., 2005). Por otra parte, al
emplear sales como NaCl de 0,5-4,75%, se
disminuye el crecimiento del callo y el porcentaje
regenerativo, acumulandose mayores concentra-
ciones de prolina en las células a niveles
superiores de 1,5% (Cha-Um y col., 2010, Htwe y
col., 2011ab), siendo Optimo para una mayor
diferenciacion de plantas de 0.5-1% de la sal (Tam
y Lang, 2003; Saleem y col., 2005). Por altimo, un
tratamiento muy empleado es el estrés hidrico por
desecacion, basado en la incubacion en oscuridad
de los callos embriogénicos en placas de Petri con
papel de filtro y sin medio, observandose una
mayor diferenciacion de plantas de 24-144 h
(Wenzhong, 1994), siendo el éptimo de 24-72 h
(Binh y col., 1993; Jain y col., 1996; Saharan y
col., 2004).
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En este trabajo se evalu6 como tratamiento de
estrés osmotico, el de tipo fisico por desecacion, el
cual consisti6 en someter a los callos
embriogénicos a nula exposicién al medio de
cultivo, no teniendo por ende agua por distintos
intervalos de tiempo (12 h, 24 h, 48 h 'y 72 h),
lograndose asi evidenciar diferencias significativas
tanto en la frecuencia regenerativa como en el
promedio de plantas diferenciadas en todas las
variedades de arroz probadas; observadndose que
las frecuencias regenerativas oscilaron entre 16-
50% (Tabla 1), mientras que el promedio de
diferenciacion de plantas estuvo entre 3,12 y 17,19
(Tabla 2).

Tabla 1. Frecuencias de regeneracion de plantas en las
Variedades: Araure-4, Cimarrdn, Venezuela-21 y Centauro.

Estrés Frecuencias
hidrico
(horas) Araure-4 Cimarrén Venezuela2  Centauro
0 35 29 25 30
12 34 32 30 82
24 *45 *50 *47 &3
48 18 16 19 a4

72 - - - -

-sin diferenciacion *Diferencia significativa con p<0,05.

La frecuencia regenerativa fue significativa-
mente mayor a las 24 h de tratamiento por
desecacién en Araure-4 (45%), Cimarron (50%) y
Venezuela-21 (47%), mientras que a 48 h
Centauro  regenero  44%, no lograndose
diferenciacion de planta alguna a las 72 h, debido
a que los callos en dicho tratamiento se necrosaron
en la primera semana de cultivo (Tabla 1).
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Tabla 2. Diferenciacion de plantas por callo embriogénico regenerado en las Variedades: Araure-4, Cimarrdn, Venezuela-21y

Centauro.

Estrés Promedio de plantas diferenciadas

hidrico

(horas) Araure-4 Cimarrén Venezuela2l Centauro
0 8,50+0,87 8,3+0,77 7,67+0,47 8,93+0,52
12 8,40+0,93 8,20+0,73 8,62+0,78 9,05+0,45
24 *16,80+0,56 *16,15+0,67 *16,90+0,68 9,12+0,33
48 3,80+0,54 3,6+0,53 3,12+0,49 *17,19+0,53
72 = - = -

-sin diferenciacion *Diferencia significativa con p<0,05.

De igual manera, se encontraron diferencias
significativas con el promedio de plantas
diferenciadas a 24 h de desecacion, donde se
obtuvieron 16,8 plantas por callo para Araure-4,
16,15 para Cimarron y 16,9 para Venezuela-21, al
contrario de Centauro donde se observo la mayor
diferenciacion a 48 h con 17,19 plantas por callo.
Por lo cual, la frecuencia de regeneracion y el
promedio de plantas diferenciadas estan en
estrecha concordancia. En este sentido, los
resultados encontrados ratifican el papel potencial
de la desecacion en el incremento significativo de
la regeneracion in vitro de plantas de arroz indica,
tal como lo han descrito Saharan y col. (2004) y
Biswas y Maldal (2007), los cuales plantean que el
Optimo de regeneracion en variedades de arroz esta
entre 12 a 48 h.

Realizando la evaluacion histologica pertinente
en los callos embriogénicos de las cuatro
variedades de arroz probadas en funcion del estres
osmotico por desecacion, se observo que las
células meristematicas (pequefias, de forma
isodiametricas y densas en citoplasma) se ubicaron
en la parte externa del callo, mientras que en la
parte interna las células fueron mas grandes y con
poco contenido citoplasmatico, resaltdndose el

hecho de que a mayor tiempo de exposicion a la
desecacion, las células meristematicas se tornaban
méas densas en su contenido citoplasmatico,
particularmente en granulos de almidén, a su vez
se presentaba una mayor densidad de tejido
vascular en la zona interna del callo,
particularmente a 24 y 48 h (Figura 2a-d).

El estrés hidrico afecta tanto el grado de
desarrollo del callo, como su capacidad
regenerativa tanto en organogénesis como de
embriogénesis somaética, aparentemente esto esta
relacionado al estatus hidrico fisiologico a nivel
celular. En este sentido, en callos de arroz Indica
sometido a este tipo de estrés determina una
significativa disminucion del peso fresco,
contenido de agua y el potencial osmético de callo
con capacidad regenerativa, evidenciandose en la
gran acumulacion de granulos de almiddn en las
células de dicho callo, previo a la transferencia a
medio de regeneracion; dicho  almidon
posiblemente sera fuente de energia para el
desarrollo de plantas, ya que este desaparece en
esa fase, aumentando la actividad de enzimas
hidroliticas y el nivel de glucosa libre (Huang y
Liu, 2002). En este orden de ideas, nuestros
resultados corroboran de manera contundente este
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hecho, ya que los callos E con mayor capacidad
regenerativa de plantas en los tratamientos de
desecacion, presentaron zonas de células
meristematicas densas en citoplasma, particular-
mente con gran acumulacion de almidon, el cual

juega un papel preponderante en la subsiguiente
diferenciacion de raices, brotes o plantas
completas en la etapa de regeneracion, tal como lo
afirman Brisibe y col. (1995).

Figura 2. Histologia de callos embriogénicos sometidos a estrés osmético por desecacion (400X). Araure-4 (a:0 h, b:12 h ¢:24 h
d:48 h). Centauro (e:0 h, f:12 g:24 h, h:48 h). Cimarron (i:0 h, j:12 h, k:24 h, 1:48 h). Venezuela-21 (m:0 h, n:12 h, 0:24 h, p:48 h).

Células densas en citoplasma, ¥ Tejido vascular *.
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Por otra parte, es relevante sefialar que el grado
de compactacion y la capacidad regenerativa del
callo estdn asociados al desarrollo de tejido
vascular tipo xilema mediante el proceso
denominado xilogénesis; dichos vasos al parecer
estan relacionados al transporte de los nutrientes
necesarios para el desarrollo del callo, asi como de
estructuras regenerativas tales como embriones
somaticos, brotes y raices. Asi, cuanto mayor es el
potencial embriogénico y por ende de
regeneracion de un callo, mayor sera el area de
vasos Xxilematicos, particularmente en la parte
central del mismo (Sangduen y Klamsomboon,
2001). En este sentido, nuestros resultados
reafirman el planteamiento anteriormente descrito,
ya que los callos con mayor capacidad
regenerativa de plantas en funcién del estrés
ensayado presentaron un abundante desarrollo de
vasos de xilema.

De tal forma, al parecer el estrés hidrico
favorece la regeneracion, ya que induce cambios
estructurales y enzimaticos en la conformacion de
la pared celular (Crosgrovel, 1997), asi como en el
metabolismo de los carbohidratos, incrementan-
dose el nivel de azucares solubles (glucosa) a
partir de la degradacién de almidén (Huang y Liu,
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somatica indirecta, observandose una respuesta
diferencial dependiente del genotipo utilizado y
del tiempo del tratamiento.

(CDCH-UC) por la subvencién de esta
investigacion a través de la inversion menor
CDCH-0402-10.
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