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CALLOGENESIS Y REGENERACION In Vitro DE ARROZ
(Oryza sativa L.) CON LOS BIOESTIMULANTES CUBANOS

BIOSTAN Y LIPLANT

Lianette Godoy, E. Héctor=®, Evelyn Valeray A. Torres

ABSTRACT. Theeffect of Cuban biostimulants Biostan and
Liplant on the in vitro callogenesis and regeneration of rice
(Oryza sativa L.) cvs. INCA LP-5, IACuba-28 and L C88-66
was studied, aimed to improve the amount and quality of the
material disposed for the genetic transformationin this species.
To study callogenesis, seeds were grown on aMurashige and
Skoog medium, supplemented or not with biostimulants, and
the percentage of callusformation, color, consistency and fresh
weight were evaluated at 28 days. In vitro plant regeneration
was studied six weeks after transferring calluses to KIBAN
medium, supplemented or not with biostimulants. The varia-
bleseva uated were: callusregeneration ability, number of roots
and shoots. Biostan and Liplant were found to potentiate the
induction effect of 2,4-D on in vitro rice callogenesis. The
lowest concentrations of Biostan and Liplant favoured
INCA LP-5regeneration, whilebiostimulantsdid not increase
regeneration in the remaining varietieswith respect to the con-
trol. Results suggest the use of these biostimulants
supplementing 2,4-D to obtain rice calluses for the genetic
transformation of this species.

Key words: Oryza sativa, rice, tissue culture, plant growth
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INTRODUCCION

La introduccién de genes foraneos mediante inge-
nieria genética, en especies en las que la eficiencia de
los sistemas de transformacion genética no es alta, como
el arroz (Oryza sativa L.), requiere un sistema de induc-
cion de callos y regeneracion de plantas optimo y re-
producible, que permita obtener la mayor cantidad posible
de plantas fértiles a partir de los tejidos transformados (1).

Varios factores (entre ellos la concentracion de re-
guladores de crecimiento en los medios de cultivo) pue-
den afectar la obtencién de callos y posterior regenera-
cion de plantas a partir de ellos. En los ultimos afios, se
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RESUMEN. Se evalud el efecto delos bioestimulantes cuba-
nos Biostan y Liplant sobre la callogénesisy regeneracion in
vitrodel arroz (Oryza sativaL.) cvs. INCA LP-5, IACuba-28y
L C88-66, con €l abjetivo de mejorar lacalidad y cantidad del
material destinado ala transformacidn genética de esta espe-
cie. Parad estudio delacallogénesis se cultivaron semillasen
el medio de Murashige y Skoog, suplementado o no con los
bioestimulantes, y alos 28 dias se evaluaron €l porcentaje de
formacion de callos, su coloracién, consistenciay masa fres-
ca. Laregeneracion de plantas in vitro se estudi6 a las seis
semanasdetransferidosloscallosa medio KIBAN suplemen-
tado 0 no con los bioestimulantes. Las variables evaluadas
fueron: capacidad regenerativadeloscallos, niUmero deraices
y brotes. El Biostan y Liplant potenciaron el efecto inductor
del 2,4-D en la callogénesis in vitro del arroz. Las menores
concentraciones de Biostany Liplant favorecieron la regene-
racion enlavariedad INCA LP-5, mientrasqueenlasdosvarie-
dadesrestantes, | 0s bi oestimul antes no provocaron incremen-
tos en laregeneracion con respecto a control. Los resultados
sugieren el empleo de estos bioestimulantes como comple-
mento del 2,4-D enlaobtencion de calosdearroz paralatrans
formacion genética de esta especie.

Palabrasclave: Oryza sativa, arroz, cultivo detejidos,
estimulantes de crecimiento vegetal

ha comenzado a generalizar la adicion de sustancias
bioactivas a los medios de cultivo, para incrementar la
eficiencia de la callogénesis y regeneracion (2).

En la Universidad Agraria de La Habana se producen
bioestimulantes, que han sido empleados con éxito en la
produccion agricola de diferentes especies de plantas.
Entre ellos se encuentran el Biostan y Liplant, productos
derivados del humus de lombriz, que entre sus compo-
nentes contienen fracciones hormonales, con los que se
han obtenido resultados satisfactorios en la propagacién
in vitro del platano macho (3, 4) y en la aclimatizacién de
vitroplantas de pifia (5), asi como en aplicaciones ex vitro
en el cultivo del arroz (6).

Este trabajo se propuso como objetivo evaluar el efec-
to del Biostan y Liplant sobre la induccion de callos y
regeneracion de vitroplantas de arroz, como via para me-
jorar la cantidad y calidad del material vegetal, para su
utilizacion en métodos de ingenieria genética de esta
especie.
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Se utilizaron semillas de arroz de las
variedades INCA LP-5, IACuba-28 y LC88-66, obtenidas
en el Instituto de Investigaciones del Arroz. Las semillas
se descascararon manualmente y se seleccionaron las
que tenian el embrion bien conservado, mediante obser-
vacion al estereomicroscopio. La desinfeccion se realizé
mediante un procedimiento (2), que consiste en lavados
consecutivos con etanol 70 % (1 min), hipoclorito de sodio
5 % (20 min), tres enjuagues en agua destilada estéril y
secado con papel de filtro estéril, todo ello en la camara
de flujo laminar.

Induccion de callogenésis. Se disefiaron 13 tratamientos con-
sistentes en el medio de cultivo de Murashige y Skoog (7), con
o sin acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), al que se
afiadieron distintas concentraciones de Ilos
bioestimulantes Biostan o Liplant (Tabla ). Las semillas
cultivadas (12 por cada variante) se incubaron en la oscu-
ridad a 25+1°C. Alos 28 dias se evaluaron: porcentaje de
formacion de callos, coloracién de los callos (amarillo,
cremoso o pardo), consistencia (friable o compacto) y
masa fresca (g). Los porcentajes de formacion de callos
se procesaron para cada variedad a través del Analisis de
Varianza no paramétrico de Kruskall- Wallis y las sumas
de rangos para cada variedad, se compararon con la Prue-
ba de Student-Newman-Keuls para p<0.05. Los datos de
masa fresca se procesaron por un Andlisis de Varianza
Bifactorial (variedades x tratamientos) con un Disefio
Completamente Aleatorizado y las medias se compara-
ron mediante la docima de Rangos Midltiples de Duncan
para p<0.05.

Tabla I. Tratamientos experimentales ensayados
paralainduccion de callogénesis en arroz

= capacidad regenerativa de los callos segun la escala
de 1 a5 grados de Santana (8)

= numero de raices

= numero de brotes

Tabla Il. Tratamientos experimentales ensayados
para la regeneracion de plantas de arroz

Tratamiento  Biostan (mg.L™) Liplant (dilucion v/v)
1 (control) - -
2 3 e
3 4 -
4 5 e
5 e 1/30
6 - 1/40
7 e 1/50

Los resultados se procesaron para cada variedad a
través del Andlisis de Varianza no paramétrico de Kruskall-
Wallis y las Sumas de Rangos se compararon con la
Prueba de Student- Newman-Keuls.

RESULTADOS Y DISCUSION

Induccion de callogénesis. La variable porcentaje de for-
macion de callo (Tabla I11) se comporté de manera similar
en las tres variedades para las variantes de medio de
cultivo que no contenian 2,4-D. Los resultados fueron
estadisticamente inferiores al control (variante 1) en to-
dos estos casos, pues aunque se formo callo en las va-
riedades IACuba-28 y LC88-66 con Biostan 3 mg.L”sin
2,4-D (variante 2), el porcentaje fue muy bajo. La variedad
INCA LP-5 en este tratamiento no formd callos; tampoco
se indujo la callogénesis en los restantes (3, 4, 8,9y 10)
para ninguna de las tres variedades.

Tabla Ill. Efecto del Biostan y el Liplant sobre la
callogénesis de tres variedades de arroz

Tratamiento 24-D Biostan Trata- 24-D Liplant
(mgLl®  (mgL?Y)  miento (mgLY) (dilucionviv)
1 (control) 2 - 8 - 1/30
2 - 3 9 - 1/40
3 4 10 - 1/50
4 5 11 2 /30
5 2 3 12 2 1/40
6 2 4 13 2 1/50
7 2 5

Regeneracion de plantas. Se obtuvieron callos de las tres
variedades en el medio MS (7) suplementado con 2,4-D
(2 mg.L™). Los callos se transfirieron a siete tratamientos
basados en el medio KIBAN (2) para la regeneracion de
plantas de arroz, que contiene 6-furfurilaminopurina
(kinetina) 3 mg.L™?, acido naftalenacético (ANA) 1 mg.L™
y 6-bencilaminopurina (6-BAP) 0.5 mg.L ™. Alos tratamien-
tos se afiadid Biostan o Liplant (Tabla I1).

Los callos (10 repeticiones/tratamiento) se cultiva-
ron en condiciones de luz, bajo un flujo de fotones
fotosintéticos de 50-62.5 mmol.m?2.seg™ durante seis se-
manas, a una temperatura de 25+1°C. Transcurrido este
tiempo se evaluaron las siguientes variables:

Tratamientos Porcentaje de formacion de callo
INCA LP-5 IACuba-28 LC 88-66
1 92c 88c 90b
2 Oe 42e 67cC
3 Oe of od
4 Oe of 0od
5 91c 90b 92b
6 82d 84d 88D
7 100 a 81d 0b
8 Oe of od
9 Oe of 0od
10 Oe of od
11 9% b 97a 9% a
12 90c 92b 85b
13 96 b 82d 82b

Enlos demas tratamientos, que contenian 2,4-D 2mg.L?,
se obtuvo callo en las tres variedades, y los porcentajes
de formacién en general fueron iguales o estadisticamente
superiores al control.



Callogénesis y regeneracion in vitro de arroz con los bioestimulantes cubanos Biostan y Liplant

Para lavariedad INCA LP-5, el mejor tratamiento resul-
t6 ser el 7 (Biostan 5 mg.L™* combinado con 2,4-D 2 mg.L™),
gue fue superior estadisticamente a los demas, seguido
de los tratamientos 11 y 13 que combinaban el 2,4-D 2 mg.L™
con el Liplant 1/30 (v/v) y 1/50 (v/v), que también supera-
ron al control y al resto de las variantes.

Las variedades IACuba-28 y LC88-66 alcanzaron los
mayores porcentajes de formacién de callos en el trata-
miento 11, que contenia 2,4-D 2 mg.Ly Liplant 1/30 (v/v),
el que difirid significativamente de todos los restantes.

En el caso de IACuba-28, le siguieron los tratamientos
5(2,4-D 2 mg.L* con Biostan 3 mg.L") y 12 (2,4-D 2 mg.L*
con Liplant 1/40 V/V) que también superaron al control.
En la variedad LC88-66 ningln otro tratamiento superé al
control.

La adicion de 2,4-D es suficiente para inducir la
desdiferenciacion celular; la concentracion de 2 mg.L de
este regulador del crecimiento se reconoce como la épti-
ma para lograr la iniciacién de callos de arroz (9).

La Figura 1 muestra un ejemplo del efecto del Biostan
5 mg.L*cony sin la presencia de 2,4-D.

Figura 1. Efecto (a) del Biostan 5 mg.L*combinado
con 2,4-D 2 mg.L* (tratamiento 7) y (b) sin
2,4-D (tratamiento 4) en la variedad
INCA LP-5

El hecho de que se haya obtenido callo con el solo
empleo de Biostan 3 mg.L™ (tratamiento 2) en dos de las
tres variedades, puede deberse a la concentracion de
sustancias con actividad auxinica presentes en este
bioestimulante de naturaleza organica (10), que oscila
entre 1y 10 mg.g™.

Las variables coloracion y consistencia de los callos
se comportaron de manera uniforme para las tres varie-
dades en todos los tratamientos que contenian 2,4-D con
Biostan o Liplant a todas las concentraciones ensaya-
das, asi como en el control, obteniéndose callos de color
amarillo cremoso y de consistencia friable, similares a
los que se muestran en la Figura 1a. Estas propiedades
son caracteristicas de los callos embriogénicos en esta
especie (9). La ausencia de 2,4-D en los medios de culti-
vo produjo callos pardos y compactos, lo cual se asocia
a la pobre viabilidad del callo para regenerar plantas pos-
teriormente (Figura 1b).

Los resultados del efecto del Biostan y el Liplant en
combinacién con el 2,4-D sobre la masa fresca de los
callos se muestranenla Tabla V.

Tabla IV. Efecto del Biostan y el Liplant sobre lamasa
frescade callos detres variedades de arroz
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Tratamientos Masa fresca (g)

INCA LP-5 IACuba-28 LC88-66
1 0.3499 ij 0.3385] 0.2508 k
2 0.1000 m 0.18451 0.20301
3 0.1000 m 0.1210 m 0.1000 m
4 0.1000 m 0.1000 m 0.1000 m
5 0.4633 de 0.4680 de 0.3753 hi
6 0.5422 ¢ 0.3785 hi 0.3716 hij
7 0.6575a 0.3644 hij 0.4651 de
8 0.1000 m 0.1000 m 0.1000 m
9 0.1000 m 0.1000 m 0.1000 m
10 0.1000 m 0.1000 m 0.1000 m
11 0.5808 b 0.5345¢ 0.4330 ef
12 0.5802 b 0.3871 gh 0.4708d
13 0.5888 b 0.4173 fg 0.4538 de

F:51.033SX (AxB): 0.0045

Se observé interaccion significativa entre las varie-
dadesy los tratamientos. Los mejores resultados en cada
variedad se obtuvieron en tratamientos en que se combino
el 2,4-D con los bioestimulantes, que en general supera-
ron estadisticamente a sus respectivos controles (trata-
miento 1). Este resultado pone de manifiesto que la pre-
sencia del 2,4-D es imprescindible para la formacion de
callo en el arroz, lo que coincide con lo informado anterior-
mente en esta especie (2).

Los pobres resultados de los tratamientos sin 2,4-D

indican que el Biostan y Liplant en las concentraciones
ensayadas, no resultan sustitutos efectivos del 2,4-D como
inductor de la callogénesis in vitro para estas tres varieda-
des de arroz. Sin embargo, puesto que los mayores valo-
res de masa fresca en las tres variedades se obtuvieron en
combinaciones del 2,4-D con ambos bioestimulantes, es-
tos ultimos al parecer potencian el efecto de este regula-
dor del crecimiento. Los bioestimulantes Biostan y Liplant
han sido empleados para la estimulacion de otros proce-
S0s in vitro y ex vitro (3, 4, 5, 11).
Regeneracion de plantas. Los tratamientos 2y 7, que con-
tenian las menores concentraciones de bioestimulantes
en estudio, correspondientes al Biostan 3 mg.L™ y Liplant
1/50 (v/v), no difirieron significativamente del control en
cuanto a su capacidad regenerativa (Figura 2). En cam-
bio, los restantes tratamientos resultaron estadisticamente
inferiores al control, evidenciandose un marcado efecto de-
presivo de los bioestimulantes sobre la potencialidad de
los callos para la organogénesis. Este fenébmeno puede
tener su explicacion en que al aumentar la cantidad de
bioestimulante en el medio de cultivo, se incrementa la
concentracion de la fraccion auxinica en el medio (4), por
lo cual el balance hormonal se desplaza en ese sentido y se
inhibe la formacion de brotes. Como resultado se manifiesta
un predominio de los grados 1y 2 de la escala, que se corres-
ponden con la menor capacidad regenerativa de los callos.



Lianette Godoy, E. Héctor, Evelyn Valera y A. Torres

600; a INCA LP-5 a
500+
400+
300+

200+

Suma de rangos

100+

6007 &

IACuba-28 a
500
400
3001

200+

Suma de rangos

600
500+
400
300
200+

Suma de rangos

100

1 2 3 4 5 6 7

Tratamientos

Figura 2. Efecto del Biostan y el Liplant sobre la capacidad
regenerativa de los callos de tres variedades
de arroz

En la variedad INCA LP-5, los mayores valores de la
variable nimero de raices (Figura 3) se obtuvieron en los
callos cultivados en presencia de Biostan 3 mg.L™ (trata-
miento 2), el cual difiri6 significativamente del resto. Los
tratamientos 3 (Biostan 4 mg.L™), 6 (Liplant /40 V/V)y 7
(Liplant 1/50 v/v) mostraron resultados estadisticamente
iguales al control. En la variedad IACuba-28, esta variable
tuvo sus mayores valores en el control y en el tratamiento 7,
gue contiene la menor concentracion de Liplant. En los
restantes, los bioestimulantes tuvieron un efecto depresi-
Vo sobre la rizogénesis.

En la variedad LC88-66, el numero de raices fue es-
timulado en mayor medida por el tratamiento 2, seguido
del 7. Ambos superaron estadisticamente al control, y
eran los que contenian las menores concentraciones de
ambos bioestimulantes.
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Figura 3. Efecto del Biostan y el Liplant sobre el nUmero

de raices formadas en los callos de tres
variedades de arroz

El tratamiento 2 fue el mas efectivo en la forma-
cion de raices, pues superé al control para las varieda-
des INCA LP-5 y LC88-66; el tratamiento 7 también
result6 efectivo al igualar al control en las variedades
INCA LP-5 e IACuba-28, y superarlo en LC88-66. El
resto de los tratamientos mostr6 un efecto depresivo
sobre esta variable, con valores significativamente in-
feriores al control. En muchos casos, esto coincidio
con el comportamiento de la variable capacidad
regenerativa de los callos y la posible causa puede ser
el incremento excesivo de las concentraciones de
auxinas en el medio de cultivo (4) hasta niveles
fisiol6gicamente no permisibles, como resultado del
aporte de los bioestimulantes.
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El nimero de brotes tuvo un comportamiento mas
heterogéneo para las tres variedades (Figura 4). En la
INCA LP-5 esta variable tuvo su mayor valor en el trata-
miento 2, que difirié significativamente de todos los otros,
seguido del 7, que también fue significativamente supe-
rior al control. El resto de los tratamientos experimentales
tuvo efecto depresivo sobre la brotacion. En las variedades
IACuba-28y LC88-66, el control fue significativamente su-
perior a todas las concentraciones de bioestimulantes
ensayadas, lo cual evidencia un efecto negativo de estos
sobre la brotacion en estas variedades.
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Figura 4. Efecto del Biostan y el Liplant sobre el nu-
mero de brotes formados en los callos de
tres variedades de arroz
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Generalmente, el proceso de formacién de brotes
exige una relacion citoquinina/auxina elevada. Al cultivar
callos in vitro manteniendo una alta relacion de
citoquininas/auxinas, se producen células meristematicas
que se dividen y generan otras que se diferencian para
formar yemas, tallos y hojas; por lo general, si se invierte
esta proporcion, se favorecera la formacion de raices. Sin
embargo, el resultado final dependera no solo de las can-
tidades de ambos tipos de reguladores del crecimiento
afiadidas al medio de cultivo, sino del balance endégeno
que se establezca entre estas y las concentraciones ya
existentes en el propio tejido vegetal (4, 11).

Del analisis integral de todos los resultados, es po-
sible inferir que el Biostan y Liplant no sustituyen al 2,4-D
en la callogénesis in vitro del arroz, pero potencian su
efecto inductor para este proceso. Las menores concen-
traciones de Biostan (3 mg.L ™)y Liplant (1/50 v/v) favore-
cieron la regeneracion de brotes a partir de los callos en
la variedad INCA LP-5. En las dos variedades restantes,
ninguna concentracion de bioestimulantes provocad incre-
mentos en la regeneracion con respecto al control.

La explicacién de los comportamientos observados
en la callogénesis y regeneracién de plantas parece es-
tar relacionada con la presencia de sustancias reguladoras
con actividad auxinica en los bioestimulantes, y las dife-
rencias genéticas y fisioldgicas entre las variedades es-
tudiadas.

Los resultados permiten sugerir el empleo de los
bioestimulantes Biostan y Liplant en la obtencién de callos
de arroz para la transformacion genética de esta especie.
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