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INTRODUCCION

El arroz es uno de los cereales de mayor importancia econémica debido a que provee
alimento a mas de la mitad de la poblacién mundial. Los arroces aromaticos, por su valor
econémico, pueden ser una opcion de produccién. Existen numerosas variedades
aromaticas, como Basmati 370 y Khao Dawk Mali (Chaudhary, 2003). En el Programa Arroz
de la Universidad Nacional de La Plata se obtuvieron variedades aromaticas adaptadas a
las condiciones ambientales de Argentina, entre ellas La Candelaria FA., clasificada como
japénica tropical (Giarrocco, 2007) y seleccionada para realizar este trabajo.

La fragancia del arroz es una cualidad recesiva que puede ser detectada por medio de
diferentes técnicas como métodos sensoriales clasicos, cromatografia gaseosa y
actualmente, marcadores moleculares SNP, como el que se utiliz6 en este trabajo (Bradbury
et al, 2005).

Dentro de las técnicas de mejoramiento se encuentra la variacion somaclonal por medio del
cultivo de tejido. La misma permite inducir variantes de variedades ya conocidas cuyas
caracteristicas esenciales conviene conservar.

En éste trabajo se realizaron por un lado evaluaciones de las condiciones necesarias para
optimizar la regeneracion del cultivar La Candelaria F.A. con el objetivo de generar variacion
somaclonal y por el otro se evallo la variacion fenotipica de los somaclones obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

Las semillas del cultivar La Candelaria F.A., fueron descascaradas a mano y desinfectadas
en una solucion de Hipoclorito de sodio al 50 % en buffer 1M PO4H, pH 5. Luego de 30
minutos se realizé el lavado en flujo laminar con agua destilada estéril en tres ocasiones y
las semillas fueron sembradas en cajas de Petri en medio MS (Murashige y Skoog, 1962).

Para la eleccion de las condiciones de generacion de callos y regeneraciéon se realizaron
experimentos en el medio MS, la concentracion de 2,4D fue de 1, 2, 3 y 4 mg/l, las de 6-
benzilaminopurina (BAP) 1, 2, 3 y 4 mg/l y las de acido naftalen acético (ANA) 0,2; 0,4; 0,6
y 0,8 mg/l. Primero se realizo el ensayo de BAP con el agregado de 0,5 mg/l de ANA.

Luego con la concentracion de BAP seleccionado se realizo el experimento de
concentracion de ANA.

Los medios se distribuyeron en placas de Petri con concentraciones de Phytagel® 2 g/l y
sacarosa al 3 %. Se sembraron 10 semillas por placa con 5 repeticiones para la generacion
de callos y de 5 callos por placa para los ensayos de regeneracion. Las placas se incubaron
en oscuridad a 25 °C para los callos y a 23 °C y un fotoperiodo de 16:8 de luz-oscuridad,
con repiques a medio fresco cada 2 semanas para los experimentos de regeneracion.
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Los vastagos de mas de 5 cm obtenidos fueron repicados a tubos de vidrio conteniendo
medio MS para el enraizamiento. Los vastagos se incubaron en camara de cultivo de
plantas a 23 °C y fotoperiodo de 16:8 de luz-oscuridad.

Las plantulas enraizadas fueron trasplantadas en vasos con arena:perlita 1:1, regadas con
solucién Yoshida (Yoshida, 1976) y cultivadas en camara hasta la obtencion de semillas R1.
Con estas semillas se realizo un experimento de comportamiento general en invernadero.
Se midi6 la fluorescencia transientes de la clorofila con un fluorémetro (PocketPEA,
Hansatech Instruments®). Los datos fueron analizados por el software PEA Plus
(Hansatech Instruments®) y procesados en una tabla Excel (Microsoft®).

Con los datos se realizé el andlisis OJIP (Stirbet y Govindjee, 2011) que permite realizar la
caracterizacion del funcionamiento del fotosistema II.

El anélisis de marcadores SNP especificos para detectar polimorfismo en el gen Badh2 que
es el responsable del aroma en arroz (Chen et al., 2008) se realizé utilizando el juego de
cebadores, descriptos por Bradbury et al. (2005).

La extraccion de ADN se llev6 a cabo acorde a Murray y Thompson, (1980).

Los datos fueron procesados con el software Prism 5® (Graph Pad Prism Inc.) y también se
realiz6 el andlisis estadistico.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se puede observar que la eficiencia de generacion de callos en el cultivar La Candelaria en
el medio MS fue mayor a la concentracion de 2,5 mg/l, sin embargo las diferencias entre las
concentraciones de 2,4D no fueron significativas (Figura 1), por lo que se decidi6 usar la
concentracion minima de 2 mg/l.

Figura 1: Eficiencia de Figura 2: Porcentaje de callos con tejido regenerante a 1, 2, 3 y4 mg/
generacion de callos a de BAP con 0,5 mg/l de ANA en todos los tratamientos, con mediciones a
diferentes concentraciones 2, 3,4,5y 6semanas.
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El porcentaje de tejido regenerante (Figura 2) no fue diferente entre las distintas
concentraciones de BAP, y solo se observo diferencia significativa (ANOVA p<0,05) entre la
semana 2 y el resto, alcanzandose el méximo en la 4 semana. Debido a estos datos se opto
por utilizar 2 mg/l de BAP en coincidencia con Gao et al. (2011).

También en este experimento se observo un incremento de callos necréticos mas alla de la
semana 4 y con mayor incidencia a partir de la concentracién de BAP de 3 mgl/l, lo que
refuerza la eleccion de la concentracion de BAP en 2mg/l.

En la Figura 3 se presenta los resultados del experimento de modificacion de las
concentraciones de ANA, con el contenido de BAP de 2mg/l optimizado en el experimento
precedente.

Se observa una mejor emision de vastagos a la concentracion de 0,4mg/l ANA y una
disminucion en las deméas concentraciones ensayadas. Estos datos nos permiten sugerir



que para el cultivar la Candelaria F.A. las concentraciones de reguladores de crecimiento
optimas con 2 mg/l BAP y 0,4 mg/ ANA.

Las plantas RO obtenidas fueron crecidas en cédmara de cultivo de plantas hasta la
obtenciéon de semillas. Se selecciono un regenerante en especial ya que evidenciaba
cambios morfolégicos sustanciales con respecto a su tipo original para realizar experimentos
de caracterizacion con su progenie.

Figura 3: Porcentaje de callos con vastagos en medio MS con
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Las semillas fueron sembradas en estufa y transplantadas a macetas con tierra en un
invernadero donde fueron cultivadas hasta la cosecha.

Se evaluaron el numero de macollos a 30 y 60 dias (Figura 4), en donde se observan
diferencias significativas en ambos tiempos para los somaclones. En la tabla 1 se muestran
los resultados de clorofila SPAD a 60 dias y altura de planta, nimero de panojas, largo de
panojas, peso de grano por planta, peso de mil granos, % de granos vanos y nimero de
espiguillas por panoja en plantas a fin del ciclo.

Figua 4:  Nmero de Tabla 1: Niveles de clorofila SPADa 60 dias y pardmetros morfolégicos
g‘arf](’"(l’snde p;rentsaé (i) y en parentales y somaclones a fin de ciclo. Se realizo un t-test para cada
omaclones (8) a 30 (A) y pardmetro, 1y 2 asteriscos indican diferencias significativas a p<0,05 y
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Si bien se observan diferencias entre el parental y los somaclones, estas son solo
significativas en el caso del namero de panojas y el peso de mil granos.

En la figura 5 se observa un andlisis OJIP realizado en estado de plantula.

En el mismo se observa notoriamente un mayor valor de Plabs en los somaclones con
respecto al parental

Estos datos permiten sustentar desde un punto de vista funcional el mayor nimero de
macollos en la etapa vegetativa que concluyo en un mayor nimero de panojas.



También se utilizaron marcadores moleculares SNP para la caracterizacion
de las lineas somaclonales obtenidas, confirmandose que el caracter aromatico desde el
punto de vista molecular permanecio6 invariable en los somaclones (Foto 1).

. Foto 1: gel de agarosa mostrando las amplificaciones de los
Figura 5: Parametros OJIP en plantulas marcadores SNP. M: marcador de peso molecular, A: control positivo,
B: No aromético (cv.Lemont), C:parental, D: somaclones

de 3 hojas, relativos al parental (=1),
linea gruesa somaclon N=10

CONCLUSIONES

Se pudo poner a punto un protocolo para la generacion de somaclones en el cultivar La
Candelaria F.A. La variacion somaclonal inducida fue corroborada por parametros
morfolégicos y funcionales del Fotosistema Il y el caracter aromatico de los somaclones fue
corroborado por el uso de marcadores moleculares. Por lo expuesto se concluye que este
método es adecuado para generar variacion en el cultivar aromatico La Candelaria F.A.
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