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Resumen

Se estableci6 un sistema de evaluacién de brotes de arroz regenerados de callos resistentes a higromicina,
que permitié relacionar las caracteristicas morfolégicas de dichos brotes con su resistencia al antibiético.
Callos embriogénicos de arroz se transformaron con Agrobacterium tumefaciens (EHA105/ pCAMBIA1300),
con el gen de la higromicina-fosfotransferasa como marcador de seleccién. Después de dos semanas en
medio de cultivo con higromicina, los callos resistentes fueron transferidos a regeneracién. Durante 30
dias se realizaron extracciones sucesivas de brotes emitidos de los callos, en seis intervalos de cinco dias
cada uno. Estos brotes se clasificaron segtin su morfologia en: clase I — brote vigoroso con una estructura
bipolar tipica, de apice y raiz con longitudes proporcionales; clase II — brote con raiz pequefa respecto al
apice, o sin raiz; clase III — brote con alteraciones fenotipicas, albinismo, hojas muy anchas o enrolladas.
Los brotes clasificados se transfirieron a medio MS con higromicina para evaluar su viabilidad. Los de
clase I, que predominaron en las primeras extracciones, presentaron la mayor viabilidad durante el en-
raizamiento y crecimiento del follaje. En las altimas dos extracciones ocurrié una drastica reduccién de
los brotes clase I, y aumentaron los de clases II y III, simultineamente disminuy¢ la viabilidad de estos
altimos en MS con higromicina. Este resultado puede aplicarse para mejorar la eficiencia de obtencién de
plantas transgénicas de arroz en estas condiciones, debido a que precisa el momento 6ptimo para lograr
brotes con caracteristicas morfolégicas normales y que sean resistentes a higromicina.
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Abstract

An evaluation system based on the morphological characteristics of regenerated hygromycin-resistant
rice callus shoots was established for correlating such characteristics with shoot viability on hygromycin.
Embryogenic rice calli were transformed by Agrobacterium tumefaciens (EHA105/ pCAMBIA1300), contai-
ning the hygromycin-phosphotransferase gene as selection marker. After two weeks on selection me-
dium, hygromycin-resistant calli were transferred to regeneration medium. Regenerated shoots were
extracted every 5 days (over a 30-day period) and classified into three classes according to their mor-
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phological structure: class I: vigorous shoot having typical bipolar structure; class II: shoot having small
root compared to apical length, or shoot without roots; class III: shoots having an abnormal appearance,
such as malformed leaves or albinism. Individualised shoots were transferred to MS medium containing
hygromycin for evaluating their resistance to antibiotics. A relationship was observed between regene-
rated shoots” morphological characteristics and the percentage of shoots’ viability on hygromycin. Class
I prevailed at early shoot extraction and was the most resistant to hygromycin. Drastic class I reduction
was found with later shoot extraction, whilst classes II and III became increased. Likewise, shoot viability
became radically reduced on MS medium containing hygromycin. This result might be applied for im-
proving efficiency regarding obtaining transgenic rice plants, taking into account the best time for obtai-
ning high percentages of hygromycin-resistant shoots having the best morphological characteristics.
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Introduccion

Las técnicas de ingenieria genética se han utilizado
para incorporar nuevas caracteristicas agronémi-
cas en las especies vegetales de mayor demanda
mundial, a fin de contrarrestar los efectos negati-
vos causados por diferentes factores bidticos y
abidticos del medio, que provocan la disminucion
de los rendimientos productivos.

El cultivo de tejidos es un punto de partida
esencial para implementar estas tecnologias. Un
paso imprescindible en la obtencion de plantas
transgénicas consiste en ajustar adecuadamente
las condiciones del cultivo in vitro (Ganeshan et
al., 2003), de acuerdo con las caracteristicas de
cada especie y variedad. En Cuba las variedades
comerciales de arroz son de tipo Indica, conocidas
por ser mas recalcitrantes al cultivo de tejidos (Sa-
haran et al., 2004) y responder pobremente a la
transformacion genética.

Independientemente de que se han empleado
muchos tipos de explantes para la transformacion,
en el caso del arroz la mayoria de los trabajos se ha
dirigido a establecer un sistema de regeneracion via
induccion de callos, que es un procedimiento que
comprende varias etapas de cultivo, y requiere un
largo periodo de tiempo para lograr plantas adultas.

Dada su estructura, en todas las regiones del
callo no se recibe el agente de seleccién presen-
te en el medio en igual magnitud, es por ello que,
aunque durante la regeneracion se mantenga una
drastica presion de seleccion, pueden obtenerse
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brotes no resistentes al antibidtico; por tanto, éste
es un paso critico dentro del proceso de transfor-
macién (Kumria et al., 2001). Seria conveniente
lograr brotes transformados a partir de las capas
mas externas del callo, especialmente de las que
crecen en contacto directo con el medio, que es
donde principalmente ocurre la regeneracion; de
la embriogénesis somatica que tiene lugar aqui
regeneran brotes bipolares caracteristicos de la
germinacion de un solo embrién (Alfonso-Rubi et
al., 1999). También es posible que los embriones
somaticos no siempre tengan un origen unicelular,
en cuyo caso el brote germinado puede ser qui-
mérico para el transgén (Parrot et al., 1991). Por
estas razones se requiere establecer una eficiente
regeneracion de brotes a partir de los callos trans-
formados, unida a un riguroso seguimiento a las
plantulas en presencia del agente de seleccion.

En este trabajo se realiza una clasificacion
morfolégica de brotes regenerados a partir de ca-
llos de arroz tipo Indica, de la variedad IACuba-28,
resistentes a higromicina, que fueron transforma-
dos via Agrobacterium tumefaciens, para evaluar
la relacion existente entre esta clasificacion y la
viabilidad de los brotes al ser transferidos al medio
de crecimiento con el antibidtico de seleccion.

Materiales y Métodos

Transformacion y seleccion de callos

Se utilizaron callos embriogénicos de arroz de
la variedad IACuba-28, transformados mediante
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Agrobacterium tumefaciens segun el protocolo re-
portado por Hiei et al. (1994), empleando la cepa
EHA105 y el vector pPCAMBIA1300 que contiene el
gen de la higromicina fosfotransferasa como mar-
cador de seleccion.

Estos callos fueron incubados en la oscuridad
a 28 °C durante dos semanas en medio N6 (Chu
et al., 1975) con 2 mg.I"" de 2,4-D, 1 g.I" de hidro-
lizado de caseina, 30 g.I" de sacarosa, 50 mg.|"
de higromicina, 250 mg.I"" de cefotaxima, y solidi-
ficado con 3 g.I'" de fitagel. Al cabo de ese tiempo
se seleccionaron los callos resistentes a higromi-
cina atendiendo a sus caracteristicas favorables
de crecimiento, para ser transferidos a medio de
regeneracion.

Ala par se realiz6 un cultivo de callos sin trans-
formar que se dividié en dos partes para ser co-
locadas en el medio N6 con y sin la higromicina.
Estos se utilizaron como control no transformado
(NT) de los experimentos.

Procedimiento para la regeneracion y
seleccion de brotes

Los callos seleccionados como resistentes a higro-
micina se incubaron a 27+1 °C bajo una combina-
cion de luz natural y artificial, en placas Petri con el
medio de regeneracion recomendado por Pérez et
al. (2002). Los callos provenientes del control NT
sin higromicina se colocaron en el medio de rege-
neracién con y sin el antibidtico. En total se dispu-
sieron 20 placas con 10 callos cada una.

Los experimentos se chequearon diariamente
para precisar el tiempo de inicio de la regenera-
cion. Los brotes regenerados se separaron con
cuidado de los callos y se sembraron en frascos de
vidrio con medio MS (Murashige y Skoog, 1962),
conteniendo 30g.I"" de sacarosa, 50mg.I"" de higro-
micina, y solidificado con 3 g.I"" de fitagel. Los bro-
tes regenerados del control NT se situaron también
en MS con higromicina para comprobar el efecto
letal de ésta.

La extraccidon de brotes de los callos se iniciod
a partir de los 15 dias de haber sido colocados en
medio de regeneracion, y transcurrié durante otros
30 dias, en seis intervalos de cinco dias entre cada
extraccion. Los brotes que paulatinamente se indi-
vidualizaron fueron clasificados antes de cultivar-
los en MS con higromicina. Esta clasificacion se

realizé de acuerdo con su morfologia externa en el
siguiente orden:

Clase I: brote vigoroso con una estructura bi-
polar tipica, de apice y raiz con longitudes propor-
cionales.

Clase ll: brote con raiz pequena respecto al
apice, o sin raiz.

Clase llI: brote con alteraciones fenotipicas vi-
sibles, como albinismo, hojas muy anchas o enro-
lladas.

Los resultados experimentales se evalua-
ron determinando el nimero de brotes extraidos
por intervalo de acuerdo con la clasificacion, y el
porcentaje de mortalidad de éstos en MS con hi-
gromicina. Para el procesamiento estadistico se
realizé un analisis de varianza completamente
aleatorizado, efectuando una comparacion multi-
ple de medias con el test de Student-Newman-
Keuls y LSD, haciendo uso del programa Costat
versién 6.3.

RESULTADOS Y DISCUSION

Transcurridas las dos semanas de cultivo, los ca-
llos del control NT sin higromicina crecieron favo-
rablemente, mientras que los que se colocaron en
el medio de seleccion con 50 mg.I"' de higromicina
sufrieron necrosis total. En cambio, el 34,76% de
los transformados presentaron regiones embriogé-
nicas proliferativas formadas por células resistentes
que constituyeron sectores de normal crecimiento
capaces de desarrollarse en presencia del agente
de seleccion. Fueron éstos los callos elegidos para
iniciar la regeneracion de los brotes en presencia
de higromicina.

En el tejido de los callos, formado por células
pequefas, asimétricas y ricas en citoplasma, ocu-
rre una embriogénesis recurrente mientras se man-
tengan altos los niveles de auxina exdgena, como
es el caso del medio de seleccion. Cuando estos
callos se transfieren a un medio de regeneracion
donde el balance fitohormonal favorece las citoki-
ninas, los embriones, tras una fase de maduracién
y germinacion, dan lugar a plantas completas (Bec
et al., 1998). En el grupo de callos del control NT
esto ocurriéo de forma eficiente, el 100% de ellos
fueron capaces de emitir plantulas que se desarro-
llaron rapidamente luego de 10 dias de permane-
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cer en medio de regeneracion sin antibiético. Esto
confirma la efectividad de los medios empleados
para el cultivo y la regeneracion de los callos. Los
callos del control NT cultivados con higromicina
mostraron necrosis tisular sin emision de brotes,
como era de esperar.

En los callos resistentes a higromicina se reali-
z0 la primera extraccion de brotes a los 15 dias de
cultivo en medio de regeneracion, con un total de
47 brotes, de ellos 38 de clase | y 9 de clase Il. La
figura 1 muestra que en los primeros tres intervalos
de extraccion se logra un aumento del numero de
brotes clase I; los de clase Il tienen un comporta-
miento casi constante hasta la cuarta extraccion, a
partir de la cual se incrementan, mientras disminu-
yen los de clase |. El nimero de brotes individuali-
zados como clase Ill fue mucho menor en relacion
con el resto, y se observé la mayor cantidad en las
ultimas etapas regenerativas.

Alfonso-Rubi et al. (1999) realizaron estudios
histoldgicos en las distintas fases de la formacién
de callos y posterior regeneracion de plantas de
arroz; ellos afirman que el proceso de divisién y
diferenciacion ocurre mediante embriogénesis so-
matica a partir de las capas periféricas del callo,
donde existen células meristematicas con una di-

vision muy activa. De la embriogénesis somatica
que tiene lugar aqui regeneran brotes bipolares
vigorosos caracteristicos de la germinacién de un
solo embrién, que en nuestro estudio coinciden
con los incluidos en la clase I.

El desarrollo de los brotes en MS con higro-
micina se evalud después de cinco dias de culti-
vo en este medio. Las plantas del control NT no
crecieron, sus hojas se tornaron parduscas, no se
desarrollaron las raices vy, finalmente, el 99% no
sobrevivié en higromicina, con lo cual se comprobd
el efecto letal de esta concentracion en individuos
no transformados de esta variedad. Se observaron
diferencias significativas (p<0,05) en los porcenta-
jes de mortalidad en higromicina de las tres clases
de brotes, con un 67,77% en los de clase Ill como
maximo valor.

Se advirtié una relaciéon entre las caracteristi-
cas morfologicas de los brotes y su viabilidad al
transferirse al medio MS con higromicina, ya que
los brotes clase |, tipicos de las tres primeras ex-
tracciones, presentaron el menor porcentaje de
mortalidad en MS con el antibidtico (figura 2), con
buen crecimiento del follaje y del sistema radicular.
Sin embargo, este porcentaje aumenté considera-
blemente en los brotes clase Ill, que fueron mas
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Figura 1. Comportamiento de la extraccion de brotes de las clases |, Il y lll, regenerados a partir de callos de arroz

resistentes a higromicina.

Las extracciones de los brotes fueron realizadas cada 5 dias a partir de callos cultivados durante 15 dias en medio de
regeneracion. Los datos son derivados de 20 placas Petri con 10 callos cada una.
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y en el segundo caso se emita un brote
quimérico que finalmente no sobreviva
al cultivarse en el medio MS con higro-
micina. Esta puede ser una explicacion
del porcentaje de brotes que, aun re-
generando en higromicina a partir de
callos resistentes, no sobreviven al
agente de seleccion en la fase del cul-
tivo en MS.

También debe entenderse que, a
pesar de la drastica y continua selec-
cién en higromicina, el contacto directo

Clase | Clase Il Clase Il

Clasificacion de Brotes

Figura 2. Comparacioén entre la mortalidad en medio MS con higro-
micina y las clases de brotes regenerados. Control NT: brotes no
transformados. Letras diferentes indican que existen diferencias sig-

nificativas (p<0,05).

numerosos en las ultimas extracciones, cuando ya
los callos habian permanecido mucho tiempo en
cultivo.

En los callos con estructuras embriogénicas
globulares, densas y facilmente disgregables es-
taran las células diana para la transferencia y ex-
presion estable de genes una vez sometidos a la
regeneracion (Alfonso-Rubi et al., 1999) Si en esta
region es donde se han reportado la mayor can-
tidad de células resistentes a higromicina, espe-
cialmente las de contacto directo con el medio de
regeneracion, es de esperar que sean los brotes
de clase | los que mayormente regeneren y sobre-
vivan en presencia del antibiético de seleccién, al
ser los predominantes en los primeros estadios
regenerativos, que es donde se histodiferencian
activamente estas estructuras celulares embriogé-
nicas.

La transformacion genética es un fenédmeno
unicelular. Una célula transgénica puede dividirse
para formar un embridn somatico, del que germina
una planta transgénica. Sin embargo, los embrio-
nes somaticos no siempre tienen un origen unicelu-
lar, sino que pueden formarse a partir de un grupo
de células que crezcan coordinadamente, donde
unas sean transgénicas y otras no (Parrot et al.,
1991; Merkle et al., 1999). De ahi que los brotes

Control NT

de las células del callo con el medio
es desigual: las que ocupan la porcion
inferior del callo reciben la maxima
cantidad posible de los componentes
del medio, mientras que las mas ale-
jadas no lo reciben en igual magnitud
(Gonzalez y Widholm, 1985). Por esta
razon, durante el proceso de regene-
racion puede favorecerse la formacion
de brotes no resistentes a partir de las
células del callo que no estan en contacto directo
con el medio y no reciben la cantidad suficiente de
higromicina. Debido a esto consideramos impres-
cindible el paso final de seleccion de los brotes en
medio MS con el antibiético de seleccion para des-
cartar los falsos positivos.

No recomendamos la propagacion de los bro-
tes de la clase Il sin raices ni de la clase lll, pues
sus anormalidades morfolégicas pueden estar rela-
cionadas con fendbmenos de poliembrionia, falta de
maduraciéon y dormancia, germinacién prematura
de los embriones en cultivo, o alteraciones genéti-
cas, eventos que cuentan entre las desventajas de
la embriogénesis somatica.

El resultado de este trabajo puede aplicarse
para mejorar la eficiencia en la obtencion de plan-
tas transgénicas de arroz, debido a que precisa el
momento éptimo en el que se deben individualizar
los callos de los brotes con caracteristicas morfo-
I6gicas adecuadas y que sean resistentes a higro-
micina.

CONCLUSIONES

— Los brotes de caracteristicas morfolégicas nor-
males son los que mayormente regeneran en
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las primeras etapas y tienen alta supervivencia
en higromicina.

— El tiempo de regeneracion prolongado en ca-
llos transformados de arroz puede dar lugar a
brotes de morfologia externa anormal, no reco-
mendables para la continuidad del proceso de
transformacion.

— Es esencial el paso final de seleccion de los
brotes en medio MS con higromicina, con el fin
de descartar los posibles falsos positivos que
puedan germinar durante la regeneracion.
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