Universidad de Costa Rica
Facultad de Ciencias
Escuela de Biologia

Tesis para optar por el grado de Licenciatura en Rilogia
con énfasis en Genética y Biotecnologia

Multiplicacion de callos embriogénicos de arr@ryza sativa L.) subespeciendica
mediante un sistema de cultivo por inmersion teputomatizado (RITA®)

Laura Sanchez Cordero
A24698

2012



AGRADECIMIENTOS

Primero que todo a Dios, por permitirme alcanzes métas y darme la fortaleza para no

rendirme ante las adversidades.

A mis padres por brindarme todo su apoyo economicoal y espiritual durante toda mi

carrera profesional.

A mi directora de tesis Griselda Arrieta Espinqzar, todo su apoyo y colaboracion para

terminar exitosamente este proyecto.

A mis lectores Victor Jiménez Garcia y Laura Yese®olis Ramos, por la gran ayuda

profesional que me brindaron durante todo el deame este proyecto.

A mi mejor amiga Gabriela Vargas Zeledon por suyapacondicional y los valiosos

aportes que me brind6 para la correcta elaborat@G@sta tesis.

A mis amigas Ana Maria Conejo Barboza, Raquel Roméhaves y Ruth Castro

Vasquez por su amistad y el gran apoyo que medmonddurante todo este proyecto.



Esta tesis fue aceptada por la Comision del ProgiderEstudios de la Escuela de Biologia de la
Universidad de Costa Rica, como requisito parcahpoptar por el grado de Licenciatura en

Biologia con énfasis en Genética y Biotecnologia.

Directora de tesis

Gl Arrieta Espinoza, M.Sc.

Miembro del Comité

Ladfasenia Solis Ramos, Ph.D.

Miembro del Comité

Victiiménez Garcia, Ph.D.

Director Escuela de Biologia
Dru§avo Gutiérrez Espeleta

Sustentante

Batlaura Sanchez Cordero



RESUMEN

Las ventajas que brindan los equipos de inmet&idporal para la propagacion masiva
de plantas, fundament6 su utilizacién en el presestudio con la finalidad de determinar la
efectividad del sistema de cultivo por inmersiomperal automatizado (RITA®) sobre la
multiplicacién de callos embriogénicos de arr@ryga sativa L.) de la subespeciadica. Para
ello, se indujo la formacion de callos en medio isgftido a partir de embriones maduros de
arroz de la variedad CR-5272. Se realizaron trégwtivos para seleccionar las secciones
embriogénicas de los callos y éstas se transfiriarcecipientes RITA® para su multiplicacion.
Para determinar la produccion de biomasa de Iéascaimbriogénicos de arroz en los recipientes
de inmersién temporal se combinaron dos pardmetiosero de inmersiones por dia (2 6 3) y
duracion de la inmersion (1, 2 6 3 minutos). Da éstma se establecieron seis tratamientos. En
cada tratamiento se incluyeron tres recipientesARIV se realizaron tres repeticiones. Ademas
se colocaron callos embriogénicos en medio serdesén placas petri como testigo. Se evaluo
el incremento de biomasa de los callos embriogéninaltiplicados en los RITA® y en las
placas petri (testigo) a las dos, cuatro y seisasas) por medio de la cuantificacion de peso
fresco y seco del material. Al finalizar la fase rdaltiplicacion, se evalué la regeneracion de

plantulas a partir de los callos multiplicados ysapervivencia en condiciones de invernadero.

Los resultados obtenidos en la investigacion indipae a partir de las cuatro semanas de
haber cultivado los callos embriogénicos de arroz RITA®, se observan diferencias
significativas (p<0.05) en los incrementos de bisaaon respecto al nUumero de inmersiones.
Los callos expuestos a tres inmersiones por diaramos un mayor incremento de biomasa (casi
el triple) en comparacion con los callos tratacims dos inmersiones. También la duracion de la
inmersion tuvo un efecto significativo sobre elramento de biomasa de los callos. Una
inmersién de dos minutos, mostré un incrementoidm#sa tres veces mayor que el obtenido
con tres minutos, y hasta diez veces mayor que ghdninuto de inmersion. El testigo en medio
semi-solido mostro incrementos de biomasa hast@ ¥86es menores a los obtenidos en los
RITA®. En total se regeneraron 54 plantulas a pddilos callos multiplicados en los RITA® y
ocho de ellas se desarrollaron completamente wrbega formar panicula en condiciones de
invernadero.
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INTRODUCCION

El arroz QOryza sativa L.) constituye uno de los principales alimentosagda mayoria de

los habitantes del mundo, ya que provee mas détdal el alimento diario a la tercera parte de
la poblacion mundial (Ronald 1997). En el contieeasiatico donde se encuentra el 58% de esa
poblacion, se consume mas del 90% de todo el araucido en el mundo (Martinez y Tohmr
1997). Costa Rica no es la excepcion, por cuaneooeseal forma parte de la canasta basica de la
alimentacién con un consunper capita anual de aproximadamente 50,98 kg (CONARROZ
2010). Debido a la importancia econémica y soaa¢ste cultivo, se hace necesario implementar
nuevas tecnologias para su produccion y que sgdisfe competitividad y sostenibilidad de los

sistemas productivos (Tanksley y McCouch 1997).

El mejoramiento genético del arroz, se ha enfoedoontrarrestar los efectos negativos
causados por diferentes factores bidticos y almgtique provocan la disminucion de los
rendimientos productivos. Para ello, se han impleat® programas que incluyen las técnicas
convencionales basadas en la utilizacion de geaspp silvestre y la biotecnologia por medio
de la ingenieria genética. Esta ultima ha permidacorporacion de genes que confieren rasgos
tales como altas cantidades [tlearoteno (provitamina A) en el arroz dorado @el. 2000,
Hoaet al. 2003), resistencia a insectos como el barrenagloardoz (Wanget al. 2002, Cheret
al. 2006), resistencia a virus como el de la hojadaafLentiniet al. 2003) y resistencia a
herbicidas (Caet al. 1992), entre otros.

Ahora bien, el cultivo de tejidos es el punto ddiga esencial para producir los explantes
que permitirdn la modificacién del arroz y la olzién de las plantas transgénicas. Para ello, se
requiere inicialmente de una fase de inducciénrderi@génesis somatica indirecta, seguida de
una fase de regeneracién de plantas (Reér@z2007). De acuerdo con los estudios anatémicos e
histologicos realizados por Veghal. (2009), los callos de arroz se originan a paslrapitelio
escutelar de embriones cigoéticos maduros y al claceapa de células epiteliales en un medio
MS (Murashige y Skoog 1962) suplementado con 2,5Lmde 2,4-D (&cido 2,4-
diclorofenoxiacético), se presentan agrupaciones de células embriogéminadas zonas

periféricas, que posteriormente formaran proemlesgnembriones somaticos.



Sin embargo, una limitante que se ha observada erduccion de callos embriogénicos
de arroz en medio semi-sdlido, es que dicho procagere una gran cantidad de tiempo (varios
mesesy que ademas los porcentajes de regeneracion adaplgue se han obtenido no superan
el 50% (Valdezet al. 1996, Menesest al. 2005). La utilizacion de equipos basados en la
inmersion temporal de los explantes en medio lmwddria ser una alternativa para mejorar el
proceso en el cultivon vitro de arroz, ya que en este tipo de sistemas se dsontacto
intermitente entre el material vegetal y el medioido, permitiendo asi un mejor crecimiento y
una mayor tasa de proliferacidbn en comparaciéneotontacto permanente de una parte del
explante que se da en medio semi-sélido (Lorehab 1998, Hempfling y Preil 2005).

Los Recipientes de Inmersidon Temporal AutomatizdB&TA®, por sus siglas en
francés), desarrollados por Alvard y Teisson (1988h permitido la propagacién masinaitro
de una gran cantidad de plantas tales como caEn(EtBarryet al. 1999), jicaro (Murclet al.
2004), fresa (Hanhinewa al. 2005) y fiame (Salazar y Hoyos 2007). En el catardez, estos
recipientes se han utilizado en varias investigesopara la regeneracion de plantas a partir de
callos embriogénicos (Chan 2001) y la multiplicacife callos producidos a partir de anteras
(Quintero 2003, Quinteret al. 2004). Los equipos de inmersiéon temporal quezatilimedio
liqguido para la propagacion masiva de plantas fiayet al. 1998; Hempfling y Preil 2005)
podrian utilizarse para la multiplicacion de l@dlas embriogénicos de arroz en el proceso de
transformacion genética del arroz.



JUSTIFICACION

Entre las técnicas de cultiva vitro, la embriogénesis somatica se presenta como una
herramienta muy valiosa para la multiplicacion dpdb vegetal. En arroz, generalmente se
utiliza la embriogénesis somatica indirecta parfotanacion de proembriones, ya que en esta
especie se pueden obtener callos de tipo embriogéhicolocar los embriones maduros en un
medio de cultivo suplementado con 2,4-D (Vega 1989) la mayoria de las investigaciones
realizadas en arroz, se requiere una cantidadnsietae callos para poder llevar a cabo, ya sea
la propagacion masiva de plantas o la transformagenética, entre otros. Sin embargo, la
multiplicacion de los callos se realiza en medimisglido y esto requiere un periodo de varios
meses para obtener una cantidad considerable derimhatAdemas al haber un contacto
permanente con el explant® deben realizar subcultivos constantes por elnsiento de los
callos y el agotamiento de los nutrientes del mdg#o demanda una gran inversion en mano de

obra y cantidad de reactivos.

Por las razones anteriores, se considera quelizacitbn de un sistema de cultivo por
inmersion temporal (RITA®) facilitaria la multipacion de callos embriogénicos de arroz y
reduciria el tiempo invertido en esta fase coneegpal medio semi-solido. Ademas, el uso de
los RITA® podria ser muy ventajoso para multiplit¢ejido transformado genéticamente por
técnicas de ingenieria genética como por ejempldiddalistica (Anexo 1). La presente
investigacion plantea como hipétesis de trabajo lpsecallos embriogénicos derivados de
embriones maduros de arroz cultivados en el sisRIMA®, presenten un mayor incremento de
biomasa en comparacién con aquellos cultivadod eredio semi-solido. Este planteamiento se

estudiara a través de la ejecucion de los sigusartigetivos general y especificos.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar la efectividad del sistema de cultiva ponersion temporal automatizado
(RITA®) para la multiplicacién de callos embriogéoé de arroz (ryza sativa L.) de la

subespeciendica.

Objetivos especificos

1. Evaluar el efecto de la frecuencia y tiempo de e en medio liquido sobre la

multiplicacién de callos embriogénicos de arrozksistema RITA®.

2. Comparar la produccién de biomasa de callos embmiogs de arroz producidos en

RITA® con aquellos generados en medio de cultivoisslido.

3. Determinar la capacidad de la reconversion de plEsntde los callos embriogénicos de

arroz multiplicados en RITA® y en medio de cultsemi-solido.



MARCO TEORICO

Caracteristicas del géner@®ryza

El género Oryza (Poaceae) comprende aproximadamente 23 especiescidas
distribuidas en las regiones tropicales y subtapg del mundo, siend®. sativa L. y O.
glaberrima Steud. las Unicas dos especies de arroz cultidiaghan 1994). La primera es de
origen asiatico y se cultiva ampliamente en regotmepicales y subtropicales (Arnab al.
2007), mientras qu®. glaberrima se originé en Africa Occidental y sélo se cultiraesa region

y en unas pocas areas de América del Sur (Leén, 2a0ock 2004).

Segun Get al. (1999), en las especies del générgza existen diez tipos de genomas
entre diploides vy tetraploides (A, B, BC, C, CD,H,G, HJ, HK). En América Latina, se han
reportado cuatro especies silvestres de las cuahes es diploide con genoma AO.(
glumaepatula) y tres tetraploides con genoma @lta, O. latifolia y O. grandiglumis), de las
que se han aprovechado caracteristicas de resst@vigltani et al. 2003). Con la ayuda de
marcadores moleculares, se han realizado estudiosliveersidad genética y de estructura
poblacional en especies silvestres cdnalumaepatula (Akimoto et al. 1998), comparaciones
de secuencias polimorficas ente sativa y O. rufipogon (Sunet al. 2001) e identificacion de

secuencias especificas para grupos genomicos deaelos (Kiefer-Meyeet al. 1995).

De acuerdo a las caracteristicas morfoldégicasggebma de las especies@eyza, se les
incluye en cuatro complejo€. sativa, O. officinalis, O. ridleyii y O. meyeriana. EI complejoO.
sativa ha sido subdividido a su vez en tres subespeaesoaderdo a su morfologia y a
marcadores molecularesidica, japonica y la subespecigponica tropical que se conoce como
javanica (Vaughan 1994). La subespedi®ica usualmente tiene hojas verde claro, granos
delgados, espiguillas carentes de arista y presentzhos brotes. Por su parte, j&ponica
presenta hojas verde oscuro, granos redondos \sqemites, y pocos brotes; mientras que la
subespecigavanica tiene por lo general granos largos y redondosgetias pubescentes y con
arista, y presenta pocos brotes (Ledn 1987).



En Costa Rica la mayoria de las variedades de guezse cultivan pertenecen al grupo
indica (Monge 1989). Al final de los afios sesenta, epaéb se introdujo la variedad IR-8 de
porte bajo, buen macollamiento y alto rendimierista variedad llegé a revolucionar la
produccidn arrocera del pais obligando a los afjoi@s a modificar las practicas y tecnologia
utilizadas hasta ese momento en la explotacioeudeVo. En los afios siguientes se introdujeron
otras variedades y ya en el afio 1973 el Progranhavdstigacion del Ministerio de Agricultura y
Ganaderia (MAG) proporciona variedades de gran titapoia comercial como por ejemplo la
CR-5272 (Charpantier 1988).

La variedad CR-5272 posee hojas erectas, es de lpajd, tiene resistencia al acame y su
macollamiento es moderado. La floracion ocurreee8@ y 85 dias después de la siembra y llega
a la cosecha entre 110 y 115 dias. Su potenciplatiiccion oscila entre 5,5 a 6 TM/Ha y el
grano tiene una excelente calidad molinera (CONITI¥91; Vega 1999)Sin embargoes
susceptible a patégenos como el hongo piculdagfaporthe grisea), el virus de la hoja blanca
(RHBV), el afiudo de la vaina del arroRh{zoctonia solani), Helminthosporium y el acaro
Rynchosporium (Charpantier 1988).

Origen y distribucién del arroz

El arroz, uno de los cultivos mas antiguos del nouride domesticado desde hace unos
10.000 afios (Watanabe 1997) y es originario detéstedde Asia. De ahi fue llevado a China,
luego a Persia, Mesopotamia, Arabia y Turquialassérabes lo introdujeron posteriormente en
Siria, Egipto y Norte de Africa; de ahi pas6 a FEspg Portugal y en el siglo XVII los holandeses
y portugueses lo introdujeron en América, tambiéhuatralia y las Islas del Pacifico (Monge
1989). En Ameérica Latina, el arroz cultivado fa&r@ducido durante el periodo de conquista y
debido a la dominacién de la cultura Ibérica, susamo se generalizé en muchos paises

principalmente en Centro y Sur América (Cabezaspjirtoza 2000).

Desde su domesticacion, el arroz se ha selecciquerdocrecer en diferentes condiciones
segun su sitio de cultiv&es una de las plantas mas adaptables a diversdgiones ambientales

por lo que se cultiva en casi todas las partesmieldo, desde el nivel del mar hasta los 2500



metros de altitud, y es casi la Unica planta doicetd que se desarrolla en forma Optima en
terrenos inundados (Parsons 19B2scon y Garcia 1985). Las necesidades de radiaolanen

el cultivo del arroz varian segun sean las faseg@®miento, de esta manera bajas intensidades
luminicas en la fase reproductiva y de maduracidaysan pérdidas de rendimiento por
disminucion del namero de granos y un menor poagerte granos llenos. En las condiciones de
los paises tropicales, el cultivo se cosecha adecnante con radiaciones entre 250 a 350 cal /
cn? / dia (Vargas 1991).

Situaciéon mundial e importancia del arroz en Costdica

Este cereal constituye uno de los principales prtoduagricolas a nivel mundial, ya que
es el segundo alimento mas consumido despuésigtel En el continente asiatico se producen
anualmente 570 millones de toneladas métricas,trageique en Ameérica Latina y el Caribe se
producen por afio mas de 22 millones de toneladdsica® (FAO 2004). El 72% de la
produccidn se concentra en cinco paises productBhesa (33%), India (22%), Vietnam (4%) y
Tailandia (4%). Los Estados Unidos de América, el 2% de la produccion mundial. El
principal pais exportador es Tailandia, con unapcoion de 6,6 millones de toneladas de arroz
pilado al afio; le siguen en orden de importancetndm con 4 millones, China con 3 millones,
EE.UU. con 2,8 millones, Pakistan con 2 millondadta con 1,8 millones de toneladas de arroz
pilado (CNP 2001).

De acuerdo con los informes presentados por la FehCel 2010 la produccion mundial
de arroz se estima en 697,9 millones de tonelad&S,4 millones de toneladas de arroz
elaborado), lo cual supera en un 2% a la produatéb@fio 2009. En Asia la produccion total de
arroz alcanza los 631,4 millones de toneladas,raode en un 3% los resultados del 2009;
mientras que en Africa la produccion arrocera fa@4,6 millones de toneladas, un 1% mas que
el aflo anterior. Por su parte, en América Latingl Zaribe la produccion se estimé en 26,5

millones de toneladas, debido en gran parte algMéndez 2010).



En Costa Rica la actividad arrocera tiene una itapera significativa para el sector
agropecuario, ya que el arroz constituye un aliméasico en la dieta de la poblacién (Cordero
1993). Segun las estadisticas arroceras del CONARRQ10), en el pais se siembran 66 mil
hectareas de arroz que corresponden a un rendmpeninedio de 3,78 toneladas métricas por
hectarea y un consunper capita anual de aproximadamente 50,98 kg. En Costa Reacz se
puede cultivar desde el nivel del mar hasta 850nm&m los lugares donde existan condiciones
topograficas y de suelo adecuadas. Las regioneseaas de Costa Rica incluyen la Brunca,
Huetar Atlantica, Pacifico Central, Huetar NorteogLChiles, Guatuso y Upala) y Chorotega
(Canas, Bagaces, Tamarindo, entre otros) (CONARR@A).

Biotecnologia aplicada al mejoramiento genético

La ingenieria genética de plantas permite la teaastia de genes especificos a células
vegetales. Por medio de esta técnica biotecnol@giqaueden introducir genes de otras especies
vegetales, de animales o de microorganismos a lastap transgénicas, y conferirles
caracteristicas deseables como tolerancia a haakicsequia, asi como resistencia a patégenos
bacterianos y hongos (Dale y von Schantz 2002)trdasformacion de plantas es un proceso
interdisciplinario que requiere de la implementacile diferentes técnicas y protocolos: cultivo
de tejidosin vitro para la produccion de células blanco y regenanad#plantas transformadas,
biologia molecular para la clonacion de los genesirderés y el andlisis de las plantas
transformadas y métodos para la introduccion deggéoses en las células blanco (Medahal.
2001).

En el caso del mejoramiento de arroz por medimnderniieria genética, la embriégenesis
somaética se utiliza para producir el tejido querselificara. La embriogénesis somatica es un
proceso de diferenciacion de células soméaticaslagmaduccion de embriones, sin que medie la
fusion de gametos (von Arnold 2008). La producdi@embriones somaticos puede darse de
forma directa o indirecta. En la primera se fornmeambriéon asexual a partir de una célula
individual, de un grupo de células o de una pordélrexplante, sin que ocurra una fase de callo.
En la indirecta se da la proliferacion de calloap#& formacion de proembriones, lo cual

generalmente se logra en un medio de cultivo cancaincentracion de auxinas. Los embriones



somaticos son estructuras bipolares con un extmawmical y uno apical, no poseen conexion
vascular con el tejido materno y son capaces deicyeformar una planta completa (Gahan y
George 2008).

En un estudio realizado por Valdezal. (1996) con diferentes cultivares de arroz tipo
indica costarricenses (CR-201, CR-1113, CR-1707, CR-18Rt5272, CR-8334, CR-8341), se
obtuvieron plantulas a partir de callos embriogénide siete meses de edad originados de
embriones cigdticos maduroSe determind que la mejor combinacion de medios par
formacion de plantas fue: MS + 2,5 mg/L de 2,4-Dapeallogénesis y MS + 0,5 mg/L de
bencilamino purina (BAP) + 0,05 mg/L de acido naftacético (ANA) para regeneracion. Se
obtuvieron frecuencias de callos morfogénicos deeetD y 47%, en donde los cultivares CR-
1113 y CR-5272 produjeron los mayores porcentdj@s/%o y 46,9%, respectivamente). Sin
embargo, las tasas de formacion de callo no mostratacion con su capacidad morfogénica, ya
que los genotipos que presentaron las frecuen@asaltas para induccién de callos, regeneraron
muy pocas 0 ninguna planta después de 12 semanadtide: 12 plantas para CR-1113 y 51
para CR-5272 a partir de 100 callos.

Por otra parte, Meneseg al. (2005) determinaron el efecto de combinar varias
concentraciones de 2,4-D y el agente gelificantgtd®yel sobre la induccién de callos
embriogénicos en la variedad CR-5272 y su posteggeneracion. Se obtuvo un 35% de
callogénesis al utilizar el medio de cultivo MS sadlido suplementado con 1,5 mg/L de 2,4-D
+ 2,4 g/L de Phytagel, en comparacion con el 24%rotho en el testigo (MS suplementado con
2 mg/L de 2,4-D y 3 g/L de Phytagel).

Sistema de Inmersion Temporal Automatizada (RITA®)

Durante el proceso de automatizacién de los sistepaaa la micropropagacion de
plantas, Alvard y Teisson (1993) disefiaron un frenie conocido comercialmente como
RITA®. Estos recipientes se componen de dos compamtos, uno superior que contiene los
explantes sobre una esponja de poliuretano y ofegior que contiene el medio de cultivo

liquido. El sistema permite una fase de inmersid® $p logra con la inyeccion de aire estéril por



un compresor, para asi permitir el ascenso delangelicultivo y que los explantes queden en
contacto con el mismo. Una vez que cesa el flujaide las presiones se equilibran y el medio

retorna por gravedad a la parte inferior del recif@ (Teissomet al. 1996) (Figura 1).

La frecuencia y duracion de la inmersion se programediante un reloj automatico que
controla la inyeccidn del aire estéril a travésatghpresor, lo que permite la automatizacion del
sistema y determina la eficiencia en la utilizadgii@nlos RITA (Etienneet al.1997). Las ventajas
gue ofrece dicho sistema incluyen: una inmersianypoperiodo corto de tiempo, oxigenacion
del medio y de los explantes, permanencia por a@géd de una fina pelicula de medio en la

esponja de poliuretano para hidratacion de losaetes$, entre otros (Gonzélez 2003).

@ Homba de aire
--—:ﬂ“.—ﬂ Filtro

Figura 1. Funcionamiento de un RITA®: 1) Periodo de repogoA@icacién de presion, el

medio liquido sube. 3) Periodo de inmersion, ladafera dentro de los frascos se renueva. 4) Se

detiene la presion, el medio regresa al compartiongé® abajo. Tomado de CIRAD (2001).
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En un estudio realizado por Chan (2001), se eval@fecto de la utilizacién del RITA®
en el proceso de regeneracion de plamastro a partirde callos embriogénicos de arroz. Se
determiné que una inmersién cada 12 horas duram$e ntinutos permitia una exposicion
adecuada de los explantes al medio, obteniénddseinas alta frecuencia de brotes y la
regeneracion de 145 plantasvitro en promedio al utilizar el medio MS suplementadon 6,5
mg/L de BAP y 0,05 mg/L de ANA. Asimismo, Diaz (Z)Onediante la utilizacion del RITA®
obtuvo un porcentaje de regeneracion de plantdasrdz del 30,6% al seleccionar las secciones
embriogénicas de los callos y utilizar una faseviprde deshidrataciéon en un medio semi-solido
de pre-regeneracion (MS suplementado con 0,5 mg/BAIP, 0,05 mg/L de ANA, 30 g/L de
maltosa y 6 g/L de Phytagel; con un pH de 5.8).

Posteriormente, Quintero (2003) y Quintettoal. (2004) mediante el uso del RITA®
obtuvieron una mayor proporcion de callos embriogEnde arroz (95%) a partir de anteras de
las subespeciasadica y japonica, con respecto al medio semi-sélido (45%). Los itigadores
indican que la induccién mas alta de callos sevabtwn inmersiones de un minuto cada 6 horas.
Sin embargo, el arrofaponica mostrd cerca de siete veces mayor induccion descall
compararlo con las variedadeslica.

11



MATERIALES Y METODOS

Localizacion experimental

La presente investigacion se llevd a cabo en eltr@afe Investigacion en Biologia

Celular y Molecular de la Universidad de Costa Rica

Material vegetal

Se utilizé la variedad de arroz CR-5272 donadagbdCentro para Investigaciones en
Granos y Semillas (CIGRAS-UCR).

Desinfeccion de la semilla

Se pesaron 20 g de semillas de arroz descascaradalgsinfectaron dos veces con el
procedimiento descrito a continuacion: agitacict48 rpm por 20 minutos en 75 mL de cloro
comercial (NaOCI 3.5% i.a.) mas 10 gotas de Twée(B&ma) en un agitador orbital horizontal
(Hotech, modelo 722) y cuatro lavados con agualaésatestéril dentro de una camara de flujo

[aminar.

Induccion de callo embriogénico

Posterior al proceso de desinfeccidn, se elimind@xaleso de agua de las semillas
colocandolas sobre papel filtro esterilizado. Secutaron 12 semillas por placa de Petri en
medio de callogénesis denominado como MSTP (MSesugrtitado con 36,7 mg/L de la sal
férrica del acido etilendiaminotetraacético (Fe-B)T2 mg/L de 2,4-D, 50 mg/L de triptofano,
500 mg/L de prolina, 30 g/L de maltosa, pH de 538g/L de Phytagel). Estos se mantuvieron en
oscuridad total por dos semanas. Al cumplirse dipedodo, se eliminé la radicula de las
semillas para estimular la formacion de callo y daios producidos se transfirieron a medio
fresco y permanecieron en oscuridad por dos senméaasie acuerdo con el protocolo descrito
por Vegaet al. (2009). Cabe destacar que se evaluo el porcatedigrmacion de callo por placa

de petri.
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Seleccion de secciones embriogénicas en los callos

Se realizaron tres subcultivos (uno cada dos sespapara seleccionar el tejido
embriogénico en los callos con la ayuda de un esteopio (Optima, modelo ZM-160AT). Se
distinguieron las secciones que presentaban cesdicas propias de callos embriogénicos de
arroz, como son: apariencia globular y compacteaaabilidad y color amarillento (Vega al.
2009). En cada subcultivo, los callos seleccionadggin estos criterios se colocaron en medio

de callogénesis MSTP y se mantuvieron en oscutmatdurante dos semanas.

Multiplicacién de callos embriogénicos en los RITA®

Tras haber realizado el tercer subcultivo en m@&d8IP, se tomaron 500 mg de peso
fresco de los callos embriogénicos y se transfinea los RITA® que contenian cada uno
200 mL de medio de callogénesis liquido (MSTE) sistema de recipientes RITA® estaba
conectado a un reloj automatico, en el cual serpmgron 2 o 3 inyecciones de aire que
correspondian al numero de inmersiones del tejidel enedio liquido por dia y que se realizaron
cada 12 u 8 horas, respectivamente. Ademas, cpeatesa la duracién de la inmersién, se
programaron tres tiempos de acuerdo con las piosidés del sistema: 1, 2 o0 3 minutos. Para
determinar la produccién de biomasa se combinarstosedos parametros: numero de
inmersiones por dia y duracion de la inmersioneBta forma se establecieron seis tratamientos
qgue se describen en detalle el Cuadro 1. Cabecdestpe también se colocaron 500 mg de peso
fresco de los callos embriogénicos en MSTP senmkg0para asi establecer un tratamiento
testigo. Durante el proceso de multiplicacion, dagittestigo como los RITA®, se mantuvieron
en oscuridad total y no se les realizaron subast{¥igura 2).
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Cuadro 1. Tratamientos aplicados pagaaluar la multiplicacién de los callos embriogésicle
arroz de la variedad CR-5272 en el sistema de sigretemporal (RITA®)

NUmero de Duracion de la inmersion en el medio de cultivo
inmersiones por 1 mi > mi 3mi
dia (1) min min min
21
(una inmersién 21-1 21-2 21-3

cada 12 hrs)

3l
(una inmersion 3l-1 3l-2 3I-3
cada 8 hrs)

En cada uno de los tratamientos se incluyeronré@pientes RITA® y con la finalidad
de evaluar la repetitividad de los resultados eteeipo, se realizaron tres repeticiones de cada
tratamiento espaciadas por seis semanas. Se natiliz8 recipientes RITA® en cada repeticion,
para un total de 54 RITA® en todo el experiment®.e8alud el incremento de biomasa de los
callos embriogénicos a las dos, cuatro y seis sasndespues de la inoculacion inicial de 500 mg
de callos en los RITA®. Para ello, se determinpeso fresco y seco de los callos producidos en
uno de los tres recipientes escogido al azar partiento. El peso de los callos en los
tratamientos y en el testigo fue determinado en l@anza analitica (Ohaus Adventurer).
Finalmente, los datos fueron analizados estadiséinée con un andlisis de varianza (ANOVA)
factorial en el programa JMP® 7.0 (SAS Institute. [lEUA) y posteriormente se realizd6 una
prueba de comparacion de medias de Tukey paramdegarlas diferencias significativas entre
los tratamientos.

Regeneracion de plantulas a partir de callos embrgenicos multiplicados en RITA®

Una vez que los callos embriogénicos alcanzarotiaumpo determinado en la fase de
multiplicacién (2, 4 y 6 semanas), se tomo6 unaraubstra de 1000 mg en peso fresco y se
transfirio a un RITA® que contenia 200 mL de medigoregeneracion denominado como MSR
(MS suplementado con 5 ml/L de Fe-EDTA, 0,625 miglLBAP, 0,05 mg/L de ANA, 30 g/L de
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maltosa y pH de 5,8) de acuerdo con el protocokrmte por Chan (2001). Los RITA® se

mantuvieron durante dos meses en la fase de regéieren un tratamiento de dos inmersiones
al dia con una duracion de dos minutos. Tambiécok®aron 1000 mg de peso fresco de los
callos embriogénicos en medio MSR sdlido, parabéstar el tratamiento testigo. Durante el
proceso de regeneracion, el testigo y los RITA@aatuvieron con un fotoperiodo de 16 horas
luz y 8 horas oscuridad, y no se les realizarorcutitbos. Al cumplirse los dos meses, se
cuantificé la cantidad de plantulas producidas rdirpde los 1000 mg de callos embriogénicos

(Figura 2).

Aclimatacién de plantulas regeneradas en RITA®

Las plantulas regeneradas en RITA® se colocarorreeipientes con agua, que se
mantuvieron en una caja plastica con papel toalladuecido en el fondo y se sellaron con
plastico adhesivo, para asi establecer una camiarada Luego de una semana en luz diresea,
hicieron agujeros pequefios en el plastico y arteasa siguiente agujeros mas grandes, esto con
el fin de que las plantulas sufrieran un procescadanatacion gradual. Posteriormente, las
plantulas se colocaron durante un mes en almaagossustrato de turba para estimular la
produccién de raices nuevas y finalmente se trégrsfihn a potes con suelo mas fibra de coco
(proporcién 3:1) en el invernader&l proceso de aclimatacién se considerd exitosda si

sobrevivencia de la plantula superaba un mes.
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Desinfeccién
{

2semanas =) Induccién de callo embriogénico

g

2semanas [ > Primer subcultivo

l

2semanas [ > Segundo subcultivo

{

2semanas ) > Tercer subculfivo

1

500 mg 300 mg 500 mg
& =
Muitiplicacion en Determinacion Multiplicacion en
RITAZ de peso seco MSTP (testigo)
2,4 6 6 semanas 2,4 6 6 semanas
1000 mg 1000 mg
e'e
=
Determinacion
Regeneracionen de peso fresco Regeneracionen
RITAZ Y SECO MSR (testigo)
l 2 meses l 2meses
‘ |
Determinaciondel = J Determinacion del
nimero de plantas nimero de plantas

Figura 2. Diagrama de flujo experimental desde el procesaeamnfeccion hasta la fase de

regeneracion en los RITA® y en el tratamiento gesti
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RESULTADOS

Induccion de callo y seleccidn de secciones embréoicas

El porcentaje de formacion de callo a partir de20g) de semillas de arroz sembradas en
cada repeticion, fue aproximadamente del 80% emn p#ata tras las dos primeras semanas de
cultivo (Figura 3A). Después del proceso de indircaile callo, se elimind la radicula y el
endospermo, para asi subcultivar sélo los callosddos en medio fresco para su crecimiento
(Figura 3B). Después de dos semanas de cultivel enedio de callogénesis (MSTP), se
seleccionaron las partes embriogénicas en losscgllse eliminaron las no embriogénicas. El
proceso de seleccidén de las partes embriogénicdasdeallos se realizd tres veces en medio
semi-solido, antes de su inoculacién en los RITA@s secciones embriogénicas, presentaron

apariencia globular y compacta, poca friabilidazblor amarillento (Figura 3C).

Figura 3. Induccién de callos embriogénicos a partir de eom@s maduros de arroz de la
variedad CR-5272A) Callos formados a partir de semilla a las dos sesian medio de
callogénesis MSTPB) Eliminacién del endospermo (a) y de la radicula @) Distincion de

secciones embriogénicas (a) y no embriogénicaasn(ls callos de arroz.
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Multiplicacién de callos embriogénicos en RITA®

En el proceso de multiplicacion de los callos epdgnicos en los RITA®, los
incrementos de biomasa obtenidos en cada trataongntcalcularon restandole al peso seco
promedio la cantidad de biomasa que se habia adwdozialmente en el RITA® (500 mg en
peso fresco se determind que equivalian a 60 nEesn seco). Cabe destacar que tanto para el
peso fresco asi como para el peso seco, el resutadnido en el incremento de biomasa de los
callos embriogénicos de arroz fue muy similar e ti@s periodos evaluados, por lo cual a

continuacion se presentan sélo los resultadosedsl peco.

A las dos semanas de haber colocado los callosiegébicos en RITA®, no se
observaron diferencias significativas en el incretmede biomasa con respecto al nimero de
inmersiones por dia (p>0.05, Anexo 2). En el tréatbo con tres inmersiones diarias se obtuvo
un peso seco promedio de 838 + 174 mg, que comdspa un incremento de 778 mg en
comparacion con el peso inicial de 60 mg. Mientpas con dos inmersiones al dia se obtuvo un
peso de 324 + 174 mg y un incremento de biomasz6deng. En el testigo se obtuvo un peso
seco promedio de 98 + 176 mg, lo cual representausbincremento de 38 mg tras dos semanas
de cultivo (Cuadro 2).

Sin embargo, a partir de las cuatro semanas deacudi se observaron diferencias
significativas (p<0.05, Anexo 2) en la multiplichcide los callos embriogénicos, ya que los
callos expuestos a tres inmersiones por dia siempstraron un mayor incremento de biomasa,
en comparacion con los callos tratados con dositisiones y con el testigo en el cual se obtuvo
un incremento de sélo 64 nfGuadro 2). Los callos embriogénicos sometidogs itrmersiones
por dia, a las cuatro semanas de cultivo mostranoimcremento de biomasa de 838 mg (peso
seco promedio de 898 + 135 mg), mientras que ercddlies expuestos a dos inmersiones se
cuantifico un incremento de solo 425 mg de tejido on peso de 485 + 135 mg (Cuadro 2). Un
resultado similar se observo a las seis semanaiyrete los callos expuestos a tres inmersiones
por dia mostraron un peso seco promedio de 15080418 con un incremento de biomasa de
1443 mg y en los callos que fueron sometidos aimioersiones al dia se obtuvo un peso de

802 + 220 mg que corresponde a un incremento aedsia de sélo 742 mg.
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Cuadro 2. Peso seco promedio de los callos embriogénic@srde cultivados en RITA® y en

medio semi-solido a las dos, cuatro y seis semamésncion del nimero de inmersiones diarias.

Peso (mg)
Error Error Error
Periodo | Testigo | estindar 21 estandar 31 estandar
2 sem 98 a 301 324 a 174 838 a 174
4 sem* 124 B 233 485 AB 135 898 A 135
6 sem* 204 b 381 802 ab 220 1503 a 220

*Probabilidades estadisticamente significativas mmr menores de 0,05. Los valores

representados con letras desiguales son signviazaénte diferentes con un 95% de confianza.

Por otro lado, al evaluar el efecto de la duradéra inmersion sobre el incremento de la
biomasa, se observaron diferencias significativaslas tres periodos que se evaluaron
(p<0.05, Anexo 3). Los callos expuestos a una isiderde dos minutos siempre mostraron un
mayor incremento de biomasa, en comparacion cos cédlos tratados con un minuto de
inmersion. A las dos semanas de cultivo, los cajlesse sometieron a dos minutos de inmersion
mostraron un incremento de biomasa de 1067 mg (%1276 mg). Mientras que con tres
minutos de inmersion el incremento obtenido fu8&@ mg (449 £ 176 mg) y con un minuto fue
s6lo de 106 mg (166 + 176 mg). En el testigo enimedmi-solido, se obtuvo un peso seco
promedio de 98 £ 176 mg, lo cual representa séllmaremento de 38 mg tras dos semanas de
cultivo (Cuadro 3).
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Asimismo, a las cuatro semanas una inmersién demilwstos produjo en los callos un
incremento de biomasa de 1025 mg con un peso seowegdio de 1085 + 144 mg y una de tres
minutos permitid obtener un incremento de 557 Mg (6 144 mg). Mientras que la inmersién
de un minuto sélo incremento la biomasa de loosah 313 mg (373 £ 144 mg). Por su parte,
en el tratamiento testigo en medio semi-solidoplstevo un peso seco promedio de 124 + 144
mg que corresponde a un incremento de solo 64 mgdi@ 3). De igual forma, a las seis
semanas de cultivo se observo un incremento de &&féon una inmersion de dos minutos
(1746 + 247 mg), mientras que la de tres minutomp® obtener un incremento de 1029 mg
(1089 + 247 mg) y la inmersion de un minuto soloémentod la biomasa de los callos en 562 mg
(622 £ 247 mg). Por su parte, el testigo en meédinisélido mostré un incremento de solo 144

mg con un peso seco promedio de 204 + 247 mg (C\&dr

Cuadro 3. Peso seco promedio de los callos embriogénic@srde cultivados en RITA® y en
medio semi-sélido a las dos, cuatro y seis semamdsncion de la duracion de las inmersiones

diarias

Peso (mg)
Error Error Error Error
Periodo | Testigo | estindar | 1 min | estindar | 2 min | estindar [ 8 mun | estaindar
2 sem* 98 b 2438 166 b 176 1127 a 176 449 ab 176
4 sem* 124B 204 373B 144 1085 A 144 617 AB 144
6 sem™ 204 b 349 622 b 247 1746 a 247 1089 ab 247

*Probabilidades estadisticamente significativas mmr menores de 0,05. Los valores

representados con letras desiguales son signvi@caéinte diferentes con un 95% de confianza.
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Desde un punto de vista cualitativo, a las dos samée cultivo los callos embriogénicos
gue se encontraban en los tratamientos expuedtes amersiones diarias con uno, dos y tres
minutos de duracion (31-1, 31-2 y 31-3), mostramiferentes grados de disgregacion, siendo el
tratamiento 3I-2 el que mostré un mayor grado dgrdgacion. Mientras que los callos de los
tratamientos con dos inmersiones diarias de urmydoes minutos de duracion (21-1, 21-2 y 2I-
3) se observaron mas compactos y voluminosos. pertamte destacar que en todos los

tratamientos se observaron callos con muy pocasoses necrosadas (Figura 4).

Figura 4. Multiplicacion de callos embriogénicos en RITA®drdos semanas de cultivo, de

acuerdo con los tratamientos de inmersion descgitad Cuadro 1.
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Al observar los callos embriogénicos en los RITAGaa cuatro semanas de estar en
multiplicacién, se observé un aumento en la disagin de los callos, principalmente en los que
se encontraban en los tratamientos de tres innmexsicon una duracién de dos minutos (31-2 y
21-2). Los callos de los tratamientos 31-3 y 2lémostraron muy compactos, mientras que los
callos de los tratamientos 3I-1 y 2I-1 fueron lag gresentaron mas secciones necrosadas al

compararlos con los demas tratamientos (Figura 5).

Figura 5. Multiplicacion de callos embriogénicos en RITA®dreuatro semanas de cultivo, de

acuerdo con los tratamientos de inmersion descgitad Cuadro 1.
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Los callos embriogénicos que tenian seis semanat@oceso de multiplicacién en los
RITA® mostraron el mayor grado de disgregacion g@palmente los callos de los tratamientos
3l-2 y 3I-3. Los callos de los tratamientos 2I-1,22y 2I-3 fueron los que presentaron mas

secciones necrosadas al compararlos con los demté@mientos (Figura 6).

Figura 6. Multiplicacién de callos embriogénicos en RITA®draeis semanas de cultivo, de

acuerdo con los tratamientos de inmersion desczitad Cuadro 1.
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Los callos embriogénicos utilizados como testigoneedio semi-sélido, se observaron
muy compactos tras dos semanas de cultivo. Adeshésmparar estos callos con los obtenidos
en los RITA®, se observaron mas secciones de lmsggecrosadas e incluso callos con un 40%
de su totalidad necrosada (Figura 7A). A las cusgroanas de cultivo, los callos en medio semi-
sélido se mantenian muy compactos, pero la necaosiento y se observaron callos hasta con
un 70% de su totalidad necrosada (Figura 7B). Ludsgeeis semanas los callos embriogénicos
se observaron muy compactos al compararlos cooaltss que se encontraban en los RITA®,
pero algunos presentaron casi el 100% de su tathhdcrosada (Figura 7C).

Figura 7. Crecimiento ddos callos embriogénicos de arroz colocados en anbt8 TP como
testigo. A) Dos semanas en multiplicaciéB) Cuatro semanas en multiplicacioB) Seis
semanas en multiplicacion.
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Regeneracion de plantulas a partir de callos embrgenicos multiplicados en RITA®

Con respecto al proceso de regeneracion en RITAGpukEs de un mes de haber colocado
los callos embriogénicos en medio MSR, algunasi@ees de los callos comenzaron a tornarse
de color verde. Luego en esas secciones verdesnzano@ a formarse pequefias plantulas de
arroz, y al cumplirse los dos meses en el proce&sasedeneracion, dichas plantulas fueron
extraidas del RITA®. Las plantulas mostraron hdj@sasta 14 cm de largo y las raices fueron
gruesas y de color blanquecino (Figura 8). En ®¢alegeneraron 54 plantulas en los RITA® y
todas provenian del tratamiento de multiplicaciéndds inmersiones al dia con una duracion de
dos minutos (2I-2); mientras que los callos eml@agos obtenidos en los otros tratamientos del

proceso de multiplicaciéon no regeneraron ninguaatpla.

Figura 8. Proceso de regeneracion de plantulas de arrda dariedad CR-5272, a partir de
callos embriogénicos multiplicados en RITA® prowsries del tratamiento 21-2.
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Los callos embriogénicos utilizados como testigostraron algunas secciones de color
verde tras un mes de estar en regeneracion. Siargmino llegaron a desarrollar plantulas y

después de dos meses los callos se necrosaronetamehte (Figura 9).

Figura 9. Secciones de color verde de los callos embriggénilel testigo, tras un mes en el
proceso de regeneracion.

Aclimatacién de plantulas regeneradas en RITA®

Las plantulas regeneradas en los RITA® fueron sdaeeta una aclimatacion gradual,
antes de pasarlas a condiciones de invernadei® ePayinicialmente se colocaron en recipientes
tipo magenta con agua y luego de dos semanascamiara himeda se observéd un crecimiento,
tanto en las raices asi como en las hojas. Pastemte, las plantulas se colocaron en los
almacigos con sustrato de turba y después de ursenelsservo la produccion de raices nuevas.
Finalmente, al transferir las plantulas a potes soelo mas fibra de coco en el invernadero,
después de un mes soélo sobrevivieron ocho plamtdasd54 regeneradas en los RITA®. Esas

plantas se desarrollaron completamente y llegafomaar panicula (Figura 10).
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Figura 10. Proceso de aclimatacion de plantas de arroz darladad CR-5272, regeneradas a
partir de callos embriogénicos multiplicados en AR®T
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DISCUSION

El recipiente de inmersion temporal automatizadd fR®) permite combinar la aireacion
del tejido y su contacto con el medio, durante apsd de tiempo controlado, los cuales son
factores que no se combinan en el cultivo con migiado clasico (Alvard y Teisson 1993). El
papel tan decisivo que juegan ambos factores efidiéncia de la multiplicacion de los callos
embriogénicos de arroz se demostré con los remdtatitenidos en este estudio, al observar
diferencias significativas en el incremento de tAeande los callos al variar la duracion (1, 2y 3
minutos) y el nimero de inmersiones (2 y 3). Eatokién fue demostrado por Salazar y Hoyos
(2007),al evaluar el efecto de diferentes frecuencias 12 yoras) y tiempos de inmersién (5 y
10 minutos) sobre la tasa de multiplicacién de &xjgls de fiame. En dicha investigacion se
determind que la mayor tasa de multiplicacién senabcon una frecuencia de inmersion cada
12 horas y durante 10 minutos. En el presente iessedobtuvieron mayores cantidades de callos
embriogénicos con inmersiones mas frecuentes (@duazas) y un menor tiempo (2 minutos).
Esto difiere también de la investigacion realizadaColmenares y Giménez (2003), en donde se
determin6 que una inmersion aun mas frecuente @éamas) y con una duracibn mucho mayor

(20 minutos), obtenia un indice de multiplicaciGiismalto en musaceas.

De acuerdo con los resultados, a partir de lag@s&manas de cultivo se observaron
diferencias significativas (p<0,05) en la multipkddn de los callos embriogénicos con respecto
al numero de inmersiones. La exposicion de loosambriogénicos a tres inmersiones por dia
permitio obtener casi el triple de biomasa, quendodueron sometidos a s6lo dos inmersiones
por dia en las evaluaciones realizadas a las cyateis semanas. Esto probablemente se deba a
que intervalos mayores a ocho horas afectaron laptieacion de callos, ya que al ser un lapso
de tiempo entre inmersiones demasiado largo, noifgefograr un contacto efectivo del medio
liquido con los callos y esto impide una prolifédacadecuada. Esto fue similar a lo observado
por Quintero (2003) al cultivar anteras de arrodifierentes genotipos de arromlica, en donde
intervalos mayores a seis horas fueron un obst&ula induccion de callos, probablemente por
un alto estrés hidrico que no fue compensado cdartzcion de la inmersién o con la tolerancia

natural de las células o tejidos.
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Al evaluar el efecto de la duracion de la inmersdhre el incremento de la biomasa de
los callos embriogénicos de arroz, se encontrarf@nedcias significativas en los tres periodos
que se evaluaron (p<0,05). Se observé que unasidmele dos minutos permitia un incremento
de biomasa tres veces mayor que el obtenido cemtireutos, y hasta diez veces mayor que el de
un minuto. Esta tendencia se mantuvo a lo largasl®, 4 y 6 semanas durante el proceso de
multiplicacion en RITA®. Segun Vilcheet al. (2007), esto puede deberse a que tiempos de
inmersion muy largos afectan el intercambio gasggsmr ende el desarrollo de los explantes, ya
que aumenta la posibilidad de hiperhidratacMientras que tiempos muy cortos pueden causar
una reaccion dentro del tejido, pero ésta desapaegec menos de una hora posterior a la
inmersion (Etiennet al. 1997).

Segun Salazar y Hoyos (2007) el efecto del tiempanchersion sobre el tejido que se
utilice en el RITA® también puede variar considézatente dependiendo de la especie
evaluada, de la clase de tejido utilizado y ded tie sistema de cultivo empleado. Por ejemplo,
en la investigacion realizada por AkitaTyakayama (1994), periodate inmersion cortos (1
minuto) permitieronestimular la producciéon de embriones café. Lo mismo ocurrio en el
cultivo de banano y platanos realizado fscalonaet al. (1999). Mientras que para la
tuberizacién en papa, periodo largos de inmersidhofacada 6 horas) fueron muy efectivos
(Etienne y Berthouly 2002). Esta gran variacionl@ntiempos de inmersion para inducir una
respuesta morfogenética de tejidos adecuada, pledese a la influencia de factores como las
relaciones hidricas, el intercambio gaseoso yeeémento en la toma de nutrientes mediante esta
forma de cultivo de inmersidon temporal (Escal@hal. 1999); los cuales son aspectos que

inciden de alguna manera en el crecimiento y deléadel material vegetal.

Por otro lado, en la presente investigacion sergbsgue en los tres periodos en que se
evaluo la multiplicacién de los callos embriogésiate arroz (2, 4 y 6 semanas), el testigo en
medio semi-solido siempre mostrd incrementos denaga menores que los obtenidos en el
RITA® (hasta 1000 veces menores a partir de laswheas)Ello evidencia que en el sistema de
inmersién temporal es considerablemente mas eficipara multiplicar callos de arroz, que el
medio semi-sdlido. Esto probablemente debido aajuetercambio gaseoso brinda una mejor

asimilacion de los nutrientes, ademas de que peronita mejor difusion de sustancias y
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disminucion de la humedad relativa, lo cual ingmesitivamente en el crecimiento del tejido
obteniéndose asi tasas de multiplicacion mas ajtes en el medio semi-sélido (Castro y
Gonzalez 2001).

También, cabe destacar que en el sistema RITARekmantes no se mantienen en
contacto permanente con el medio y la atmésfesrnatde los recipientes se renueva de forma
constante, evitando asi la acumulacion de gasegasaipo etileno, facilitando la regulacion de
la concentracion de GQ mejorando la oxigenacion de los tejidos. En foparalela la espuma
de soporte retiene una pelicula fina de medio dé/olugue evita la desecacion e incrementa la
disponibilidad de los nutrientes, lo cual se tradan un crecimiento mas vigoroso (Cabasson
al. 1997,CIRAD 2001). Diversos autores que han utilizadsistema de inmersion temporal,
también han demostrado la eficiencia de dichorsigteon relacion al convencional medio semi-
sélido (Teissoret al. 1996, Castro y Gonzalez 2001, Quintero 2003, Sakatoyos 2007).

Con respecto a la necrosis, al cabo de dos semaralgunos tratamientos de los RITA®
se observaron partes de callos necrosadas. Sirgmlea este sistema de inmersion la necrosis
nunca llego a ser tan alta como la observada ereeio semi-sélido, en donde a las dos semanas
ya se observaban callos hasta con un 40% de sdisigpaecrosada. Esta misma diferencia se
mantuvo a lo largo de las 4 y 6 semanas de cultigonecrosis observada en el sistema de
inmersion temporal puede deberse a que el tiempondersion afecto la tasa de respiracion del
tejido. Es decir, la actividad de la enzima supel@xdismutasa (SOD) y la peroxidacién de
lipidos pudo aumentar con la duracion de la inmarsile tal manera que el periodo de inmersion
parece inducir un estrés oxidativo (Martteal. 2001). Por otro lado, la necrosis observada en el
medio semi-solido puede deberse al dafio mecéanicgada en el momento en que se
seleccionaron las partes embriogénicas en el silauhicial, ya que las rupturas y dafios
celulares podrian haber causado la liberacion dguestos fendlicos que se acumularon por la
falta de subcultivos posteriores. Dichos compueptaleron interferir en el crecimiento de las
células, incrementando la permeabilidad de las memals, la respiracion y la produccion de

etileno, los cuales son cambios que provocan aracibn café oscura (Vega 1999).
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Después del proceso de multiplicacion en RITA®, lcallos embriogénicos se
transfirieron al medio de regeneracion MSR quebestaiplementado con 0,625 mg/L de BAP y
0,05 mg/L de ANA. Esta combinaciéon de reguladoeesitiizé6 debido a que para la etapa de
diferenciacion, las auxinas a bajas concentracies@swulan el enraizamiento, mientras que las
citoquininas en altas concentraciones favoreceatesarrollo de los brotes, tallos y hojas, pero
inhiben el enraizamiento. Es por ello, que paraelgeneracion de plantas enraizadas es muy
importante realizar una combinacion de auxinadgctiinas en una proporcion de 1:4 6 de 1:2
(Quintero 2003). Esto se debe a que cuando losscalbn transferidos a un medio bajo en
auxinas, estos proliferan de forma lenta e indifeigda; pero después se producen una serie de
rapidas divisiones celulares en distintas zonaseatglo embriogénico y se conforman embriones
globulares, que al crecer y tras una fase de meidaragerminan y dan lugar a plantas completas
(Quintero 2003).

Tras un mes de haber colocado los callos embriogémin medio MSR, varias secciones
de los callos comenzaron a tornarse de color vekdpartir de esas secciones, se formaron
pequefas plantulas de arroz y al cumplirse dossriaseplantulas fueron extraidas del RITA®.
En total se regeneraron 54 plantulas en los RITA®Ias provenientes del tratamiento de
multiplicacién de dos inmersiones al dia con uneacidn de dos minutos (2I-2), ya que los
callos embriogénicos de los otros tratamientospideteso de multiplicacion no regeneraron
ninguna plantula. Probablemente el hecho de que testamiento (21-2) coincidiera con el
utilizado en el proceso de regeneracion, fue l@magor la cual los otros tratamientos de
multiplicacién no llegaron a regenerar plantulas.décir, cabe la posibilidad de que el cambio
en la frecuencia de inmersion entre el proceso uldpiicacion y el de regeneracion, causara un
estrés en los callos embriogénicos de tal forma afaetd su proliferacion hasta la etapa de
maduracion de los embriones. Sin embargo, estblpasfiecto del cambio en los tratamientos de
inmersion sobre el proceso de regeneracion dedbbsscde arroz en RITA® aun no ha sido

reportado, por lo cual deberia ser estudiado candatalle en investigaciones posteriores.
Ademas del cambio en los tratamientos de inmers&nbién puede ser que algun otro

factor afectara la regeneracion de plantas a phetios callos de arroz, como por ejemplo la falta

de un tratamiento de desecacion de los callos egdaricos antes del proceso de regeneracion en
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RITA®. Esto fue estudiado por Tsukahara y Hirosai@@892), quienes observaron que la

reduccion de agua contenida en los callos de arsnecesaria para incrementar la eficiencia de
regeneracion. Por ello en la presente investigasiértonsidera que quizas el haber utilizado un
pre-tratamiento de desecacion de los callos emdmiogs de arroz en forma gradual, podria
haber incrementado el nimero de plantas regeneeagastir de los callos embriogénicos de

arroz de la variedad CR-5272 que se habian mghigdi en RITA®.

Finalmente, en el proceso de aclimatacion de lgdd&atulas regeneradas en RITA® solo
ocho de ellas se desarrollaron completamente yarbeg a floracion en condiciones de
invernadero. Esto podria deberse al dafio mecaniesgfrieron las raices de algunas plantulas
al tratar de retirarlas de las espumas que posseRITA®, ya que éstas quedaban atrapadas y se
tenia que ejercer cierta fuerza para desprendideléss espuma. Es por ello que se considera que
ese dafio mecanico sufrido por las raices, pudotalinsu sobrevivencia cuando fueron
transferidas bajo condiciones de invernadero darehfproceso de aclimatacion. Un resultado
similar se observo en la investigacién realizadaHmist (2010), al estudiar el efecto del sistema
de inmersion temporal en el desarrollo de plantulagro de Guadua angustifolia y su posterior

aclimatacion.

Los resultados obtenidos en esta investigacionrarost que la utilizacién de un sistema
de cultivo por inmersion temporal (RITAfacilita considerablemente la multiplicacién dgl@s
embriogénicos de arroz y reduce el tiempo invergdoesta fase. Esto al compararlo con la
multiplicacién de los callos en medio semi-solitho,cual conlleva periodos muy largos para
obtener una cantidad significativa de callos y regusubcultivos constantes al haber un contacto
permanente con el explante. Ademas, el sistema emfionsemi-solido es laborioso y poco
rentable en términos del tiempo invertido en lamanual y uso de reactivos. Por ello el uso del
RITA® para la multiplicacion de callos embriogérsate arroz, se considera muy valioso para
investigaciones posteriores de transformacion genéfnexo 1) o de propagaciéon masiva de

plantas.
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CONCLUSIONES

El sistema de inmersion temporal permiti6 aumewrtarsiderablemente las tasas de
multiplicacién en relacion con el método de culteo medio semi-sélido, ya que este
altimo siempre mostré incrementos de biomasa menar®s obtenidos en los RITA®
(hasta 1000 veces menores).

Después de cuatro semanas en multiplicacion edT&A@ la exposicion de los callos
embriogénicos de arroz a tres inmersiones porutia ¢ada 8 horas), permitié obtener
casi el triple de biomasa que cuando fueron sowetéd s6lo dos inmersiones por dia
(cada 12 horas).

Una inmersion de dos minutos en los callos embrimps de arroz, mostré un
incremento de biomasa tres veces mayor que el idbteon tres minutos, y hasta diez

veces mayor que el de un minuto de inmersién.

La necrosis observada en el RITA® nunca llegd aaeralta como la observada en el
medio semi-solido, en donde a las dos semanas glasseevaban callos hasta con un 40%

de su totalidad necrosada y a las seis semanazatoa el 100% de necrosis.

El dafio mecanico que sufrieron las raices de afgpldatulas al tratar de retirarlas de las
espumas que poseen los RITA® pudo ser un factalafumental que afectd el proceso de
aclimatacion de las mismas.
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1.

2.

4.

RECOMENDACIONES

Los resultados sugieren que el cambio en la fretaate inmersion entre el proceso de
multiplicacion y el de regeneracion puede generlyura estrés en los callos
embriogénicos y esto afecta su capacidad para eemeplantulas. Por ello se considera
que se deberia probar el mantener en la etapadeeamcion, los mismos tratamientos de
inmersion utilizados en multiplicacion, para asiedminar si esto mejora la posibilidad
de regeneracion de plantulas.

Se deberian realizar estudios de desecacion dmllos embriogénicos producidos en el
RITA®, para asi determinar si se requiere un pmckespre-regeneracion que mejore las

posibilidades de regeneracion de plantulas a pketios callos.

Debido a que la espuma del RITA® dificulta la eztian de las raices de plantas
regeneradas y les provoca un dafio mecanico, se remesario realizar ensayos con
soportes con espumas que tengan diametros dempéspequefios o extraer las plantulas
de la RITA® cuando hayan crecido poco, para asioraejlas posibilidades de una

aclimatacion exitosa.

Seria importante realizar estudios histolégicosudigr el proceso de multiplicacion de los
callos en el RITA® para asi ir seleccionando sol® ¢allos que sean completamente
embriogénicos, lo cual podria aumentar los porgesitde regeneracion de plantulas a
partir de ellos.
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ANEXOS



Semillas de Induccion de callo
arroz CR-5272 embriogénico en medic MSTP

Bombardeo de callos conun
plasmido de interés

Seleccion de callos

Aclimatacion de plantas resistentes a un antibidtico

transformadas genéticamente Regeneracion de plantas
transformadas genéticamente v

Multiplicacion en RITA® de callos
resistentes a un antibidtico

Anexo 1 Implementacion del proceso de multiplicacion dmA® de callos de
arroz en la transformacién genética. Tomado dei&#wgas (2011).
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Anexo 2. Andlisis de variancia (ANOVA) factorial para detenar el efecto del
numero de inmersiones diarias sobre el peso seomeplio de los callos
embriogénicos en el RITA® a las dos, cuatro y seimanas comparado con el

testigo.

Dos semana Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob>F
frec 2 17893449 894672 3,3019 0,0600
Error 18 48772311 270957
C. Total 20 66865760
Cuatro semana Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob>F
frec 2 15935535 TO96TT7 488385 0,0202*
Error 18 29338118 162990
C. Total 20 45273652

Seis semana Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob>F
frec 2 4520585 2260293 51873 0,0166*
Error 18 7843278 435738
C. Total 20 12363863

*Probabilidades estadisticamente significativasggsrmenores de 0,05
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Anexo 3.Analisis de variancia (ANOVA) factorial para detenar el efecto de la
duracion de las inmersiones por dia sobre el peso promedio de los callos
embriogénicos en el RITA® a las dos, cuatro y seimanas comparado con el

testigo.

Dos semana Sum of
Source DF Squares Mean Square  F Ratio Prob>F
tiempo 3 35257718 1175257 63612 0,0043"
Error 17 3140804,2 184753
C. Total 20 66665760
Cuatro semana: Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob>F
tiempo 3 24006031 200201 6.3963 0,0042°
Error 17 21267622 125104
C. Total 20 45273852
Seis semana Sum of
Source DF Squares Mean Square F Ratio Prob>F
tiempo 3 6140220 2046740 20907  0,0074*
Error 17 6223643 366097
C. Total 20 12363863

*Probabilidades estadisticamente significativasggsrmenores de 0,05
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