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ORGANOGENESIS INDIRECTA A PARTIR DE MERISTEMOS
APICALES CAULINARES DE LA VARIEDAD CUBANA

DE ARROZ REFORMA

Maylin Pérez-Bernal® Magalis Delgado, C. A. Hernandez y R. Armas

ABSTRACT. Shoot meristem cultureisapotential alternative
to the more commonly used methods for in vitro cereal
regeneration, as they are less genotype-dependent, and more
efficiently established seedbeds can be used as donor mate-
rial. In the present work, de novo morphogenesis processes
were induced by indirect organogenesis in apical meristems
frominvitroriceplantlets of Reformacultivar germinated ona
M Sbasal medium. Shoot meristemswere obtained when cutting
three 2.0-cm segments from the bottom portion of seedling
stem. At callus phase, different concentrations of 2,4-D were
trialed in the culture medium, also testing the effect of stem
segment position on callusformation. In general, two types of
calli were observed: morphogenic and nonmorphogenic ones,
which differed in their structure and growth. The highest
proportion of morphogenic calli was obtained at the
bottommost stem segment, using 2.0 mg/L 2,4-D. Thesecdluses
were subcultured for 10 days under light or dark conditions, to
study their effect on shoot regeneration. At the regeneration
media, macro and microelementsfrom MSand N6 mediawere
evaluated separately. From subcultured calluses in dark
regenerated more shoots at the regeneration mediumwithM S
macro and microelements rather than with N6, whereas in
subcultured callusesin thelight, shoot regeneration efficiency
diminished radically in both mediatested.

Keywords:. rice, apical meristems, organogenesis, stems,
meristem culture

INTRODUCCION

El cultivo de tejidos y la regeneracion de plantas
constituyen etapas determinantes en las estrategias de
mejoramiento genético de especies y variedades de gran
valor nutricional y comercial. Estos procedimientos preten-
den lograr, en un tiempo minimo, la obtencion de plantas
con caracteristicas genéticas y morfolégicas deseadas (1).

En el cultivo in vitro de cereales importantes como
el trigo (Titricum aestivum), la cebada (Hordeum vulgare)

Ms.C. Maylin Pérez y Ms.C. R. Armas, Investigadores Agregados, Magalis
Delgado, Técnico en Control Biolégico y Ms.C. C. A. Hernandez, In-
vestigador Auxiliar del Departamento de Investigaciones, Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia de Sancti Spiritus (CIGB), Apartado
Postal 83, Cadigo Postal 60200, Sancti Spiritus, Cuba

= maylin.perez@cigb.edu.cu

23

RESUMEN. El cultivo de meristemos apicalesesunaalternati-
vadeinterés paralaregeneracionin vitro de cereales, debido
asu menor dependencia del genotipo y aque puede utilizarse
material donante de fécil establecimiento como lossemilleros.
En estetrabajo seindujeron procesos de morfogénesisde novo,
viaorganogénesisindirecta, en meristemos api cal es caulinares
de arroz de lavariedad Reforma, provenientes de plantulasin
vitro germinadas en medio basal M S. Los meristemos apicales
se obtuvieron realizando cortes de tres segmentos de 2.0 cm
en laporcién inferior del tallo de las plantulas. En lafase de
callo se ensayaron diferentes concentraciones de 2,4-D en el
medio de cultivo y se probd €l efecto sobre lacallogénesis de
laposicion del segmento tomado del tallo. En general, se ob-
servaron dostipos de callos: morfogénicosy no morfogénicos,
diferentes en su estructura y crecimiento. La mayor propor-
cién de callos morfogénicos selogré apartir del segmento més
inferior del talloy utilizando 2.0 mg/L de2,4-D. Estoscallosse
subcultivaron 10 dias en luz u oscuridad, para investigar su
efecto en laregeneracion de brotes. En € medio de regenera-
cion se probaron los macro y microelementos de los medios
MSy N6 por separado. Delos call os subcultivados en laoscu-
ridad regeneraron mas brotes en el medio de regeneracién con
losmacroy microel ementosde M S que de N6, mientrasque en
los subcultivados en laluz disminuy6 drésticamente laeficien-
cia de regeneracion de brotes en anbos medios ensayados.

Palabras clave: arroz, meristemas apicales, organogéness,
tallos, cultivo de meristemas

y el arroz (Oryza sativa L.), se han usado ampliamente
los embriones cigoticos maduros e inmaduros para de-
sarrollar lineas de callos, suspensiones celulares y
protoplastos. Sin embargo, la incompetencia de estos
explantes en algunas variedades elites ha sido una barre-
ra que dificulta el cultivo in vitro y su regeneracion, debido
ala dependencia del genotipo y a la trabajosa manipula-
cién de algunos de ellos, como los embriones inmaduros.
Durante la pasada década, se manejaron exitosamente
in vitro los meristemos apicales de plantas obtenidas en
semilleros de maiz (Zea mays), sorgo (Sorgohum vulgare
Pers.), trigo y cebada, para desarrollar procedimientos
de regeneracion rapidos e independientes del genotipo (2).
A partir de estos puede ocurrir una organogénesis indi-
recta que incluya primeramente una fase de callos y a
continuacion la formacion de brotes en un medio con una
baja relacion auxina/citoquinina (3).
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La organogénesis constituye una de las posibles vias
morfogénicas para la diferenciacion de plantas de novo.
Consiste en la formacion de raices o brotes adventicios
en los explantes cultivados in vitro (4), que puede ocurrir
en forma directa a partir de células, tejidos u érganos
vegetales iniciadores del cultivo in vitro, o indirecta a par-
tir de callos (3, 5, 6). Existen varios factores que deben
ser considerados para la manipulacién exitosa de la
organogénesis. Entre ellos se mencionan el tamafioy la
edad fisiol6gica de los explantes, pues se ha comproba-
do que los tejidos juveniles presentan una mayor aptitud
para la organogénesis que los tejidos que provienen de
organos adultos o senescentes (7). También la luz, tem-
peratura, consistencia del medio de cultivo, el pH y los
reguladores del crecimiento desempefian un papel funda-
mental en el desarrollo de la respuesta organogénica (8).

La organogénesis es un proceso bifasico, segun los
estudios de induccion de la formacion de 6rganos a partir
del cultivo de callos. Sus dos fases son la
citodiferenciacion, que da lugar a un primordio, y la
organogénica, que determinara el tipo de érgano que se
formara a partir del primordio (9). La naturaleza bifasica
de la organogénesis podria explicar el amplio espectro
de tratamientos efectivos para la induccion de érganos a
partir del callo.

La variedad cubana de arroz Reforma es muy facil
de manipular en condiciones in vitro; por tanto, seria un
modelo para establecer un sistema de organogénesis in-
directa en arroz, no informado hasta el momento, que
pueda ser aplicado a protocolos de mejoramiento genético
y de propagacion in vitro.

En este trabajo se describe el proceso de
organogénesis indirecta, que tiene lugar a partir de
meristemos apicales del tallo de plantas de la variedad
Reforma germinadas in vitro. Para ello se evalla el efecto
de diferentes concentraciones de 2,4-D y de la posicion
del segmento seleccionado en el tallo para inducir la
callogénesis. También se valora la incidencia del subcultivo
de los callos en luz u oscuridad en la respuesta
organogeénica, asi como el empleo de diferentes microy
macroelementos en el medio de regeneracion de brotes.

MATERIALES Y METODOS

Preparacion del material vegetal. Se utilizaron semillas
maduras de arroz (Oryza sativa L.) de la variedad Refor-
ma, obtenidas en la Estacién Experimental del Arroz “Sur
del Jibaro”, La Sierpe, Cuba. Las semillas se
descascararon manualmente y se esterilizaron mediante
inmersion y agitacion en etanol al 70 % por dos minutos,
y posteriormente en lejia (hipoclorito de sodio 2.5 %) du-
rante 20 minutos. A continuacion se lavaron tres veces
con agua destilada estéril, se secaron sobre papel absor-
bente y se sembraron para su germinacion en frascos de
vidrio con medio de cultivo semisélido, consistente en
sales y vitaminas de MS (10), 30 g/L de sacarosay 3.0 g/L
de Phytagel®.
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Se utilizaron 250 semillas, a razén de 10 por frasco,
gue se ubicaron durante siete dias en un cuarto
climatizado con un régimen de fotoperiodo de 16 horas
de luz fluorescente y ocho de oscuridad y temperatura de
28+1°C.

Transcurrido este tiempo, se seleccionaron plantas

de tamafio uniforme para obtener los meristemos apicales
caulinares. Se utilizé un bisturi no.20 para cortar cuida-
dosamente tres segmentos de tallo de 2.0 cm cada uno
a partir de la base, que se denominaron segmentos 1,2y
3 de abajo hacia arriba.
Gradiente de 2,4-D para la formacion de callos. El medio
de formacién de callos consisti6 en sales y vitaminas del
N6 (11), 30 g/L de sacarosa y 1.0 g/L de hidrolizado de
caseina. Con estos constituyentes en comun se incluye-
ron cuatro tratamientos con 2,4-D en las siguientes con-
centraciones: 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 mg/L. En cada trata-
miento se ajusté el pH del medio a 5.7 y se utiliz6 como
gelificante 3.0 g/L de Phytagel®.

Los segmentos caulinares, clasificados de acuerdo
con su posicién en el tallo, se colocaron en estos medios
de cultivo, a razén de 14 por placa Petri, durante 21 dias
en condiciones de oscuridad a 28+1°C. Al cabo de este
tiempo, se evalud la formacién de callos morfogénicos y
no morfogénicos, atendiendo a su estructura y crecimien-
to. En las cinco réplicas realizadas se cuantificé la efi-
ciencia de formacion de callos, como el cociente del nu-
mero de callos morfogénicos formados respecto al total
de segmentos en cada caso.

Subcultivo de los callos en luz y oscuridad. Los callos
formados en la variante mas eficiente se transfirieron a
placas Petri para un subcultivo de 10 dias en el medio de
formacién de callos descrito anteriormente, pero solamente
con 2.0 mg/L de 2,4-D. Un grupo de ellos fue colocado
bajo luz fluorescente y el resto se mantuvo en la oscuri-
dad, todos a 28+1°C.

Regeneracion de brotes. Se disefiaron dos tratamientos
para el medio de regeneracién, a los cuales se les deno-
mind: medio RMS, con la mezcla de macro y
microelementos del medio MS (10) (Duchefa®), y medio
RNG6, con la mezcla correspondiente al medio N6 (11)
(Duchefa®). Ambos medios de regeneracion tuvieron en
comun los reguladores de crecimiento siguientes:
6-bencilaminopurina (0.5 mg/L), kinetina (3.0 mg/L) y &cido
naftalenacético (1.0 mg/L). Ademas, se incluyeron las vi-
taminas B5 (0.103 mg/L) y como principal fuente de car-
bono ala maltosa a 30 g/L. Se ajusté elpH a 5.7 y como
agente gelificante se utilizé el Phytagel® a 4.5 mg/L.

Los callos morfogénicos se transfirieron para estos
medios de regeneracion, arazon de 10 por placa Petri, y
se colocaron bajo un sistema de fotoperiodo de 16 horas
de luz fluorescente y 8 de oscuridad, y temperatura de
28+1°C, hasta la formacion de brotes.

Se trabaj6 con cuatro réplicas por tratamiento y en
cada uno se determind el total de callos con brotes y el
namero de brotes por callo.
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Analisis estadistico de los resultados. La eficiencia de
formacion de callos, el total de callos con brotes y nime-
ro de brotes regenerados por callo fueron estudiados
mediante respectivos andlisis de varianza bifactoriales
completamente aleatorizados, haciendo uso del paquete
estadistico SPSS versién 11.5. Se efectu6 la compara-
cién de multiple de medias con la prueba de Tukey (HSD).

RESULTADOS Y DISCUSION

Formacion de callos. En la Figura 1 se observa unarela-
cién entre la posicion del segmento de tallo utilizado para
la callogénesis y su eficiencia. En el segmento 1, el mas
proximo a la base del tallo, la formacion de callos fue
significativamente diferente (p<0.05) en todos los trata-
mientos con 2,4-D, y se logro la mayor eficiencia de for-
macion de callos morfogénicos con la minima concentra-
cion ensayada. Los callos morfogénicos (Figura 2A) mos-
traron una coloracién amarillo-blanquecina y rapida proli-
feracion, a diferencia de los no morfogénicos, que pre-
sentaron menor tamafio, coloracion parda y lento creci-
miento. Resulta ventajoso que para el éxito de la
callogénesis, haya sido suficiente la minima concentra-
cién ensayada de 2,4-D, considerando que niveles altos
de esta auxina en el medio de cultivo inducen variaciones
somaclonales en los explantes cultivados in vitro (12).
Otros estudios sobre callogénesis en arroz han coincidi-
do en que 2 mg/L de 2,4-D es la concentracion adecuada
para lograr una mejor respuesta, no solo en la formacion
de callos sino también en la regeneracion de brotes (13).
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Figura 1. Eficiencia de formacidn de callos de arroz
delavariedad Reformaen los tres segmen-
tos de 2.0 cm de longitud, seccionados a
partir de la base del tallo de plantulas ger-
minadas in vitro. En el medio de formacién
de callos se incluyeron tratamientos con
cuatro concentraciones de 2,4-D. La eva-
luacién se realizé a los 21 dias de cultivo
en este medio. Los resultados mostrados
son las medias aritméticas de la eficiencia
en cinco réplicas
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La tendencia decreciente de la eficiencia de forma-
cion de callos, al incrementarse las concentraciones de
2,4-D, puede deberse a un efecto del genotipo de la varie-
dad en estudio, cuya respuesta en la callogénesis se
afecta a concentraciones de 2,4-D por encima de 2 mg/L,
segun los resultados de este estudio.

La eficiencia de callogénesis a partir del segmento 2
mostré una reduccion significativa (p<0.05) respecto ala
lograda con el segmento 1y se verific el mismo compor-
tamiento decreciente a medida que aumentaron las con-
centraciones de 2,4-D (Figura 1). No se formaron callos a
partir del segmento 3, lo que indica que en esta parte del
tallo no queda ningun resto del meristemo apical, sino
solamente la envoltura foliar, la cual present6 en todos
los segmentos un cambio del color verde al pardo oscuro
(Figura 2A).

Figura2. (A) Formacion de callos a partir del meristemo
apical del tallo de plantulas de arroz (varie-
dad Reforma) germinadas in vitro. Fotografia
tomada a los 21 dias de cultivo en medio de
formacion de callos con 2 mg/L de 2,4-D.
(B)-Regeneracion de brotes de novo a partir
de callos morfogénicos en medio RMS. Foto-
grafia tomada a los 51 dias de cultivo en
medio de regeneracién
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El meristemo apical de los cereales es una estruc-

tura microscépica altamente compleja, formada por dos
capas celulares denominadas L1y L2 (14, 15). Debido a
su reducido tamafio e incobmoda localizacion, los proce-
dimientos para identificar y aislar el meristemo apical
caulinar del arroz son muy imprecisos. Algunas veces
puede ser dafiado o seccionado, pero se ha descrito que
el meristemo puede restaurarse con relativa facilidad,
debido a la regenerabilidad y plasticidad de la region del
apice meristemético (16). De los tres segmentos utiliza-
dos en este caso para la organogénesis indirecta, se
selecciond el segmento 1, debido a que en esa zona mas
cercana a la base del tallo se manipula con mayor preci-
sion el meristemo apical. De este tejido se forman los
callos en presencia del 2,4-D, que es una auxina fuerte.
En el segmento 3, es decir, a una altura aproximada de 4 cm
a partir de la base del tallo, ya no esta accesible el
meristemo apical, sino que permanece solamente el tallo
hueco tipico de las gramineas, por lo que no existe el
tejido idoneo para la formacién de callos en las condicio-
nes empleadas.
Subcultivos de callos en luz y oscuridad. Los callos
morfogénicos formados en el medio de cultivo con 2.0 mg/L
de 2,4-D se dividieron en dos grupos, para ser
subcultivados durante 10 dias en la luz u oscuridad. Trans-
currido ese tiempo, no se detectaron diferencias visibles
en la morfologia externa de los callos de ambos
subcultivos. Se mantuvieron sin alteraciones en su colo-
racion ni en el ritmo de crecimiento durante todo el tiem-
po de subcultivo.

Varios autores refieren laimportancia del manejo de

la iluminacion durante el cultivo de callos. Se ha descrito
un eficiente pre-tratamiento con auxina y posterior
subcultivo en la oscuridad a los explantes de cafa de
azucar (Saccharum officinarum) antes de transferirlos a
la regeneracién (17). Otros comprobaron que la presen-
cia de luz u oscuridad no ocasiono diferencias en la es-
tructura externa de callos de arroz subcultivados antes
de la regeneracién y que aparecieron zonas de colora-
cién verdosa sobre los callos (18). También se ha verifica-
do que en la oscuridad se estimulan los procesos de
embriogénesis en arroz cuando el 2,4-D esta presente y
gue en la organogénesis el régimen de cultivo en luz 'y
oscuridad puede afectar la tasa de diferenciacion de bro-
tes, dando prioridad al tiempo de exposicién del tejido a
la oscuridad (19).
Regeneracién de brotes. A pesar de no observarse cam-
bios externos entre los callos subcultivados en luz u os-
curidad, mientras permanecieron en el medio de
subcultivo, se detectaron diferencias significativas (p<0.05)
en la formacion de brotes cuando fueron transferidos al
medio de regeneracion, independientemente de los macro
y microelementos que se utilizaron. El subcultivo previo
de los callos en la luz incidié de forma negativa en la
regeneracion de brotes; el nimero de callos con brotes
fue 1.4 veces menor al logrado en los subcultivados en la
oscuridad (Figura 3A) y disminuyé el promedio de brotes
por callo (Figura 3 B).
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Figura 3. Regeneracion de brotes de arroz (variedad
Reforma) a partir de callos inducidos de
meristemos apicales caulinares vy
subcultivados 10 dias en luz u oscuridad.
En el medio de regeneracién se ensaya-
ron dos tratamientos: RMS, con los macro
y microelementos del medio MS, y RN6 con
los del N6. (A)- Total de callos con brotes
por tratamiento. (B)- Promedio de brotes
por callo por tratamiento. Evaluacion rea-
lizada alos 52 dias de cultivo en medio de
regeneracion. Los resultados mostrados
son las medias aritméticas de la eficien-
cia en cuatro réplicas

Por otro lado, en los callos provenientes del subcultivo
en la oscuridad y que se transfirieron al medio de regene-
racion con los macro y microelementos del MS (medio
RSM), se encontré la mayor cantidad de callos con bro-
tesy, a suvez, se generd el mas alto promedio de brotes
por callo. El medio basal MS se caracteriza por su gran
contenido de nitrégeno, que marca la diferencia respecto
al medio N6; es posible que el nitrégeno sea un elemento
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importante para la diferenciacion de los brotes de novo
en estas condiciones. De ahi la significativa disminucion
(p<0.05) que se observa en el total de callos con brotes 'y
en el nimero de brotes por callos regenerados en pre-
sencia de los micro y macroelementos del medio N6 (RN6).
Este resultado coincide con los presentados para la re-
generacion de brotes via organogénesis indirecta en la
variedad de arroz BRS 7 “Taim” (3).

El cambio de coloracién de amarillo-blanquecino a
verde fue la primera modificacion que se distinguié en los
callos, cuando se cultivaron en el medio de regeneracion
(Figura 2B). No se visualizaron estructuras globulares,
como se ha descrito en cafia de azlcar (Saccharum spp.
hibridos), sino que los callos mostraron una estructura
mas compacta y seca que en el medio de subcultivo (17).
Estudios recientes realizados en arroz explicaron que
durante la etapa de regeneracion ocurren cambios es-
tructurales y metabdlicos en las células del callo, entre
los que se destaca la acumulacion de carbohidratos para
satisfacer la alta demanda energética de la organogénesis (20).

La emision de primordios foliares comenzé después
de 30 dias de cultivo en medio de regeneracién. Alos 52
dias se determind que la altura promedio de los brotes
regenerados fue de 3.0 cm, con tallos y hojas normales,
y no se encontraron brotes albinos.

Se ha informado que en la morfogénesis in vitro del
arroz existe interaccion entre la luz, las auxinas y la pro-
duccion de brotes (21); por tanto, las condiciones de ilu-
minacién pueden determinar el programa morfogénico en
este cereal (19). Los resultados del presente trabajo han
demostrado el efecto positivo de la oscuridad en el
subcultivo de callos, para lograr una respuesta
organogénica eficiente en la variedad de arroz Reforma.
Unido a esto, la morfogénesis puede favorecerse con la
utilizacién de los macro y microelementos del medio basal
MS (10) en el medio de regeneracidn de brotes de novo.

Ademas del contenido de macro y microelementos,
el balance de auxina/citoquinina es importante, porque
determina la via morfogénica del tejido in vitro; por otra
parte, se ha visto que para inducir la formacion de brotes,
debe incrementarse la concentracion de citoquininas so-
bre las auxinas (22). En este caso, las concentraciones
utilizadas de kinetina y 6-bencilaminopurina propiciaron
la formacién de brotes, a partir de los callos que previa-
mente habian sido inducidos con 2,4-D, coincidiendo con
los resultados para la regeneracion de plantas de arroz
via embriogénesis somatica en otras variedades cuba-
nas, donde se utiliza un balance analogo de estos regu-
ladores de crecimiento (1, 23, 24). Esto sugiere que di-
cho balance podria aplicarse de forma general para la
regeneracion in vitro de variedades nacionales de arroz,
ya sea por embriogénesis somatica u organogénesis. Es
una hipétesis que debe comprobarse en estudios poste-
riores y que permitiria disponer de un medio de regenera-
cién versatil para las variedades cubanas.
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