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EVALUACION DE LA RESPUESTA DE CINCO VARIEDADES DE TRIGO
(Priticum aestivum L.) A LA INDUCCION DE CALLO Y REGENERACION
DE PLANTAS EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO A PARTIR DEL CULTIVO

DE ANTERAS

EVALUATION OF THE RESPONSE OF FIVE WHEAT (Triticum aestivum L.)
VARIETIES TO CALLUS INDUCTION AND PLANT REGENERATION USIND
DIFERENT CULTURE MEDIA THROUGH ANTHER CULTURE

RESUMEN

En el presente trabajo de investigacifn se evalué la res
puesta de las variedades de trigo: Patz@in, Chocoyo, Villa Lau
ra, Xequijel y Chivito, en la induccién de callo y regeneracién
de plantas a través del cultivo de anteras. Los medios utili-
zados para evaluar la respuesta a la induccién de callo de las
variedades de trigo estuvieron constitufdos por los medios basa
les W6 y Papa II, suplementados cada uno con reguladores del
crecimiento siguientes: &cido naftalenacético (ANA) y &cido 2,4
~diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones de 2.0 mg/l vy
0.5 mg/l. Se utilizaron anteras en estado uninucleado, las cua
les se incubaron en medios de cultivo lfquidos a temperatura -
constante de 28°C en la obscuridad por un perfodo de 35 dfas.

Los callos provenientes del cultivo de anteras se transfi
rieron a medios s6lidos de regeneracién de plantas. Estos estu
vieron constitufdos por el medio basal Murashige y Skoog (MS),
suplementado con &cido indolacético (AIA) en concentraciones de
1y 2 mg/l y Benzil-adenina (BA) en concentracién de 0.5 mg/1l.
Los callos en medios de regeneracién de plantas se mantuvieron

bajo luz continua a temperatura de 23 + 3°C durante 6 semanas.

La mayor respuesta en la induccién de callo-'se obtuvo con

la variedad de trigo Chocoyo utilizando el medio basal Papa II
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suplementado con 2 mg/l de ANA mis 0.5 mg/l de 2,4-D, El me
dio basal N6 suplementado con 2 mg/l de ANA es el medio m4s
adecuado para inducir callo en las variedades de trigo PatzGn
y Xequijel. En la variedad de trigo Villa Laura el medio ba
sal N6 suplementado con 2 mg/l de ANA m&s 0.5 mg/l de 2,4-D
mostrd el mayor porcentaje en la induccibén de callo. La va-
riedad de trigo Chivito presenta dificultad en la induccién
de callo, en &sta no se obtuvo respuesta.

Entre las variedades de trigo evaluadas, Gnicamente la
variedad Patz(n presentd respuesta en la regeneracién de plan
tas, el mayor porcentaje de plantas regeneradas se obtuvo con
el medio basal MS suplementado con 1.0 mg/l de AIA y 0.5 mg/l
de BA. '

El proceso de aclimatacif6n de plantas utilizado en este
estudio no presentd ningfin tipo de dificultad obteniéndose -
un 100% de plantas verdes aclimatadas bajo condiciones de in
vernadero.




EVALUACION DE LA RESPUESTA DE CINCO VARIEDADES DE TRIGO
(Triticum aestivum L.) A LA INDUCCION DE CALLO Y REGENERACION
DE PLANTAS EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO A PARTIR DE CULTIVO

DE ANTERAS

I. INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es un cereal de importan

cia en la alimentacifn de la poblacifén guatemalteca y se carac
teriza por ser un trigo suave de primera que generalmente se
utiliza para la fabricacién de pan y pastas.

En el cultivo de trigo en Guatemala se utilizan varieda- .
des obtenidas a través de métodos de mejoramiento genético con
vencional, las cuales después de ser liberadas y utilizadas -~
pierden en corto tiempo caracterfsticas importantes como tole-
rancia a enfermedades, lo cual repercute en bajos rendimientos
Y se hace necesario cambiar constantemente las variedades de
trigo.

En la actualidad los métodos de mejoramiento utilizando
el cultivo in vitro dentro de ellos el cultivo de anteras, nos
puede permitir obtener variedades en corto tiempo. Para utili
zar el cultivo de anteras como una té&cnica de mejoramiento de
trigo se hace necesario evaluar la respuesta de las diferentes
variedades o lfneas a la induccién de callo Y regeneracién de
Plantas. En Guatemala la utilizacién de esta técnica moderna
de mejoramiento complementada con los métodos convencionales,
representa una adecuada alternativa.

En este trabajo se reporta la evaluacién de 1la respuesta
de cinco variedades de trigo a la induccién de callo Yy regene
racién de plantas utilizando diferentes medios de cultivo a
partir de cultivo de anteras, siendo las variedades evaluadas
las siéuientes: Chocoyo, PatzGn, Villa Laura, Xequijel y Chivi
to. '




II. HIPOTESIS

1. Las cinco variedades de trigo a evaluar tienen capa
cidad de producir callo en medio de induccién de ca
llo a partir delcultivo de anteras uninucleadas.

2. Las cinco variedades de trigo a evaluar tienen capa
cidad de regenerar plantas a partir de callo produ-

cido a través del cultivo de anteras.



III. OBJETIVOS

1. Evaluar la respuesta de las cinco variedades de trigo
en la induccién de callo, en dos medios basales y cin
co combinaciones de reguladores del crecimiento a tra
vés del cultivo de anteras.

2. Evaluar la respuesta de las cinco variedades de trigo
en la regeneracifén de plantas en un medio basal y cua
tro combinaciones de reguladores del crecimiento a par
tir de callos generados del cultivo de anteras.,




IV. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Cultivo del trigo (Triticum aestivum L.)

1.1. Zonificacibn del cultivo

Guatemala cuenta con &reas aptas para el cultivo del
trigo. Las 8reas de mayor importancia en produccibn est&n en-
marcadas en dos zonas agricolas: la primera abarca los departa-
mentos de Quetzaltenango, San Marcos, Totonicap&n, Solol§, Hue
huetenango, Quiché& y la segunda Chimaltenango, Guatemala y Jala

pa.

En el cuadro 1 se mueétra la produccién y rendimiento del
cultivo del trigo. Se observa que en 1979 existfan 45019 fincas,
las cuales ocupaban una superficie sembrada de 26579 has. E1l ren
dimiento reportado es bajo debido a que es un cultivo que se siem

bra en &reas pequeiias.

CUADRO 1. Produccidén y rendimiento nacional del cultivo de trigo

afno 78/79
Departamento No. de Superficie Produccién ton/
fincas (ha) (ton)miles ha
Quetzaltenango 9076 6167.0 10.35 1.67
San Marcos 12933 6711.6 8.36 1.24
Chimaltenango 5452 4027.8 7.31 1.81
Huehuetenango 6632 4116.7 4.31 1.05
Totonicapén 5724 2251.9 3.82 1.70
Sololé& 3444 1787.1 1.28 0.72
Guatemala 24 238.0 0.77 3.23
Quiché 1049 569.1 0.70 1.23
Jalapa 641 448.1 0.64 1.43
Santa Rosa 21 o 133.7 0.34 2.54
Sacatepéquez 19 119.0 0.24 2.02
Baja Verapaz 3 8.4 0.01 1.19
Cob&n 1 0.35 2x10~4  0.57
_TOTAL 45019 26579.34 38.13 20.40

FUENTE: Censo Nacional Agropecuario 1979



2. Situacién del cultivo de trigo en Guatemala

Durante los Gltimos quince afios la produccién de trigo
ha sido de 830800 ton. producidas en una extensién de 507600
hectdreas, lo cual da una produccién promedio de 1.64 ton/ha/
ano (9). El cuadro 2 muestra el &rea cultivada, produccién to
tal y rendimiento de trigo en Guatemala.

CUADRO 2. Area, produccién, rendimiento de trigo en Guatemala
Perfodo: 1972-73 - 1987-88

Ano Area Produccibn Rendimiento
1/ cosechada (miles en ton) (ton/ha)
- (miles de ha)

1972/73 34.2 50.8 1.5

1973/74 28.0 51.2 1.8

1974/75 43.5 55.5 1.3

1975/76 38.6 49.3 1.3

1976/77 44.9 62.7 1.4

1977/78 26.8 39.3 1.5

1978/79 36.1 60.0 1.7

1980/81 31.5 63.0 2.0

1981/82 31.5 45.7 1.4

1982/83 29.6 46.3 1.6

1983/84 33.4 60.0 1.8

1984,/85 32.2 55,0 1.7

1985/86 31.5 75.0 2.4

1986/87 32.2 58.5 1.8

1987/88 33.6 60.0 1.8

FUENTE: Instituto Nacional de Estadisticas, Departamento del
Banco de Guatemala y la Gremial Nacional de Trigueros

1/ Comprende el perfodo diciembre de un afic a noviembre del
siguiente.



A consecuencia del alza de los precios de los fertilizan
tes en los afios ochenta, el &rea cultivada en 1982 decrecid
un 8% en relacidn al porcentaje de 1977-78, el rendimiento -~
en 1983 decrecib un 23% en relacibén al porcentaje de 1977-78,
La tasa de crecimiento del &rea desde 1972 a 1988 ha sido ne-
gativa con un valor de 0.06%, el rendimiento ha aumentado en
un 0.02% y la produccibn total se ha incrementado en un 0,6%,
El cuadro 3 muestra el porcentaje de la produccién de trigo

por departamento.

3. El cultivo de tejidos

3.1, Antecedentes hist6ricos

Mucho antes de que fuera conocida la naturaleza -
del &cido desoxirribonucleico (ADN)'y el c6digo genético vy
asimismo se considerard en nuestro vocabulario el t&rmino -
"Ingenieria Genética", los cientificos se prequntaban si una
célula vegetal aislada era "totipotente", pregunta &sta que
parecfa muy académica y tebrica en esa época. (27)

AGn cuando es diffcil determinar un punto de partida en

el origen del cultivo de tejidos, importantes antecedentes se



CUADRO 3. Porcentaje de la produccibébn de trigo por departamento, 1982

Departamento Produccidén %
Quetzaltenango 30.8
Chimaltenango 20.7
San Marcos 15.3
Totonicapén 13.4
Huehuetenango 6.0
Solola 7.8
Jalapa 2.1
Quiché 1.5
Sacatepéquez 1.1
Guatemala 1.0
Santa Rosa 0.3

TOTAL 100.0%

FUENTE: Gremial Nacional de Trigueros.

Departamento de Estadistica, 1986.



remontan a 1860-1861, afnos en que Sacko y Knops descubrieron
gue las sustancias m&s importantes absorbidas por las plantas
eran los compuestos orgénicos. El resultado de estas observa
ciones fue la elaboracién de una substancia nutritiva (solu-
cién Knops) empleada hasta la fecha y que histéricamente se
usd como componente bisico de los medios de cultivo. (31

Otros estudios de importahte repercusibén fueron los lle-
vados a cabo por Vochtina, referentes a la polaridad en la
formacién de yemas nuevas. En sus investigaciones emplel ra-
mas de Salix, destacando que al vacfo, las yemas siempre bro-
taron en la parte distal de la rama y las rafces en la porcibn
proximal, esta polaridad -se mantenia aGn invirtiendo la posi-
cién del tallo. Este investigador concluyé que el destino de
las células se define por el corte y no depende del tamano de
las ramas. (30)

En parte, estos estudios fueron seguidos por otros efec-
tuados por Schwann en los cuales el concepto de totipotencia
celular estaba implfcito en los enunciados de su tebria celu-
lar. (28)

Haberland, asimild todos estos conceptos existentes en
aquel entonces y fue el que realizé los experimentos mis impor
tantes respecto al cultivo de tejidos, ya que propiamente cul-
tivd c€lulas del mesofilo de tradescantia en un medio arti-
ficial. (27)

White, casi treinta afios después demostrS que.era facti-
ble cultivar con &xito 8rganos vegetales. Para sus experimen

tos el Dr. White empled rafices de Licopersicum esculentum M.

White pensaba que los fragmentos que se incubaban, deberian es
tar limitados en tamafio conforme a la definicién de tejido en
los términos bot&nicos. Experiment6 en pequeios primordios
florales y foliares de 1 mm3, Después de estos experimentos,




pensé en forma estricta que los tejidos vegetales en cultivo,
ya sean células somdticas aisladas o formando agregados po-

drfan vivir normalmente in vitro y sin diferenciacién. (32)

Otro trabajo importante fue realizado por Gautheret guien
estableci6 un experimento para promover un crecimiento Yy di-
visi6n continua de células del cambium de algunas especies ar-
bustivas. Las células de Populus nigra y Salix capraea utili-

zadas no s6lo eran cé&lulas meristemidticas, sino que también
eran células muy homogéneas. Este investigador usé principal
mente la solucién de Knop como medio b&sico, suplementado de
glucosa, extracto de levadura y cistefna. (10)

Skoog, descubrib que el callo del tabaco proliferaba cuan
do se cultivaba en un medio que tenfa como uno de sus ingre-
dientes una muestra vieja de ADN proveniente de semen de pesca
do. E1l componente activo responsable de este crecimiento pro-
1ffico fue la 6-furfurilpirina, a la que se le dio el nombre
de "cinetina" para describir su aptitud para inducir la divi-
si6n de cé&lulas. Cuando se agreg6 cinetina a los medios de
cultivo, fue posible inducir la formacién y proliferacidén de
callos de un gran nGmero de especies de plantas. Skoog y -
Miller lograron que las células de callos se desarrollaran co
mo rafces o yemas, a las dos cosas, en cultivo de tejidos de
tabaco. (31)

Ellos comprobaron que la diferenciacidén en rafces o yemas
dependia de la proporcién de cinetina y auxina en el medio de
cultivo,‘démostrando asf la importancia de la composicidn del
sustrato. Murashige y Skoog publicaron un trabajo sobre 1la
composicibén de un medio para cultivo de tejidos de tabaco, que
posteriormente fue Gtil para muchas especies de plantas.
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En los anos siguientes, se logré en muchas especies el de
sarrollo de plantas enteras a partir de células aisladas (Vasil
y Hildebrandt), el desarrollo de plantas haploides a partir de
granos inmaduros de polen mediante el cultivo de anteras (Nitsch
y Nitsch) y la regeneracién de plantas a partir de protoplastos.
La totipotencia de una célula vegetal aislada queds, finalmente
‘probada. (17)

4. Aplicacién del cultivo de anteras en el mejoramiento de cul-

tivos

4.1. Desarrollo de nuevas variedades

De acuerdo a resultados obtenidos cerca de un 90% de
plantas obtenidas por medio de cultivo de anteras de trigo son
haploides o diploides y la estructura de cromosomas de estas -
pPlantas es estable. Esto indica que las té&cnicas de cultivo
de anteras puede ser aplicadas directamente en programas de
mejoramiento. Las anteras de progenies de hfbridos, especial-
mente de hibridos F1l puede . usarse como material inicial. Las
buenas caracterfsticas complementarias de los dos padres pue-
den combinarse en el mejoramiento de anteras haploides y se
pueden obtener plantas homocigotas directamente en una genera
cibn simple, las cuales pueden evaluarse en la generacifén si- _
guiente: Estas caracteristiéas son importantes para desarrollar -
en un periodo corto de 3 a 4 generaciones materiales haploides
© diploides, en comparacién al uso de mé&todos convencionales
de mejoramiento. (17)

4.2. Produccibén de haploides
En anos recientes cientfficos de China y otros pafses
en sus investigaciones han reportado que en el proceso del cul
tivo de anteras cambia el n@mero y estructura de cromosomas,

ordenamiento de los cromosomas y fusién nuclear (7,31)
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Otras caracteristicas de los cromosomas de las plantas es
que no presentan apareamiento y sobrecruzamiento de sus cromo-
somas en la meiosis de hfbridos distintos, lo que dificulta la
transferencia de genes deseables dentro de cultivares de dis-
tintas hibridaciones. Pero a través del cultivo de anteras -
combinado con hibridaciones, puede ocurrir un intercambio de
cromosomas y un ordenamiento de los mismos, la frecuencia de
estos cambios genéticos puede incrementarse. Durante el culti
vo de anteras diferentes tipos de gametos pueden fdcilmente -
aparearse, por lo que se da una regeneracién de plantas de va-
rios tipos recombinantes con diferentes adiciones, sustitucio-

nes y traslocaciones. (7)

4.3. Seleccién de mutantes

En las plantas superiores las mutaciones son diffci-
les de detectar debido a que los genes en condicifn recesiva
no se expresan en presencia de los alelos dominantes comple-
mentarios. Los caracteres recesivos s6lo se podrfan detectar
después de un largo proceso de autofecundacién para tener plan
tas diploides homocigotas en condicifn recesiva. Sin embargo,
las mutaciones recesivas en células o plantas haploides pueden
detectarse ficilmente debido a que s6lo presentan un juego sim
ple de cromosomas y no hay alelos complementarios.

Las células o plantas haploides con mutaciones especifi-
cas pueden diploidizarse para obtener células o plantas diploi
des homocigotas con la mutacibén deseada. Las células haploi-
des pueden ser sometidas a tratamiento con mutdgenos quimicos

o ffsicos para aumentar la frecuencia de . mutacién.
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Usando células o protoplastos haploides ha sido posible
la seleccién de mutantes resistentes a antibifticos, toxinas,
andlogos de amino4cidos o de bases pfiricas y pirimfdica, sa-
les, bajas temperaturas, herbicidas, virus y nem&todos. (27)

5. Mejoramiento del trigo a través del cultivo de anteras

El desarrollo de embriones haploides a partir de micros
poras de Datura innoxia por cultivo de anteras se reporta por

primera vez por Gua Ha y Maheshwari. Desde entonces muchos -
cientificos de China y otros pafses como Hu Han y Bajaj han
puesto gfan atencidn a la induccién de haploides, principalmen
te porque el cultivo de anteras proporciona un excelente medio
para la produccién'de un nfimero largo de haploides el cual es
usado en la investigacifn b&sica de genética y mejoramiento de
plantas. El primer trabajo de investigacién en el cultivo de
anteras en trigo fue hecho por Fujii (1970) quien utilizé seis
especies; obtuvo callos en Triticum aegilopoides, Triticum di-

coccides, pero con las anteras de Triticum aestivum no se obtu

vo ninguna respuesta. Las primeras plantas originadas de ante
ras fueron obtenidas por J. Ouyang y compaiferos. (7, 31).

Hu Han reporta, que durante la époda pasada, se lograron
éxitos significativos en el cultivo de anteras por los Chinos
Ouyang y Chu, por los Franceses De Byuser y Henry, asf como tra
bajos efectuados por los estadounidenses Schafeer y Baenziger.
(17)

En el incremento en la frecuencia de induccién de plantas
verdes a partir del cultivo de anteras se han investigado los

aspectos siguientes: a) Investigaciones sistemiticas de varios
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factores que influencian en la respuesta en el cultivo de ante
ras. Por ejemplo, con el mejoramiento del medio de cultivo -
el promedio de incremento en la frecuencia de induccién de plan
tas de trigo a partir de callo derivado del cultivo de anteras
ha aumentado de un 0.7% a un 5%. b) Se ha enfocado la utiliza
cién de la técnica del cultivo de anteras en el mejoramiento de
plantas. Muchas variedades nuevas y lfneas de trigo obtenidas
por esta técnica se han desarrollado y liberado para su cultivo.
c) Aspectos de investigacifn sobre genética y citogenética de
plantas obtenidas de polen de trigo y de otros aspectos los que
incluyen: las caracteristicas concernientes a la habilidad de
regeneracién de las plantas de trigo; estabilidad genética y -
la variabilidad de las plantas. (17)

6. Factores que influyen en la respuesta del cultivo de anteras

La frecuencia de regeneracifén de plantas provenientes
de cultivo de anteras se ha incrementado. Los siguientes facto
res son importantes para lograr alta frecuencia de regeneracién:

a) Genotipo y estado fisiol6gico de plantas madres
b) El estado de desarrollo de la microspora

c) Medio de cultivo; y

d) Condiciones de cultivo

6.1. Genotipo y estado fisiol6gico de la planta madre

El genotipo de las plantas donantes tiene una gran
influencia sobre la respuesta de cultivo de anteras. En es-
tudios recientes, se observS§ diferencias significativas en la
formaci6n de callos usando varias variedades y cruces diferen
tes.
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Ouyang y compafieros (17), estudiaron las bases genéticas
de diferentes genotipos relacionados con la formacién de callo
en cultivo de anteras. Lo llevaron a cabo utilizando varias
variedades, hibridos Fl, evaluando la habilidad para producir
callo a partir de anteras de trigo. En la mayorfia de los hi-
bridos la frecuencia de callo fue significativamente alta en
relacién a las lineas. El vigor hibrido se expresS6 fuertemen
te. Por ejemplo, cuando se utilizaron las variedades, Xiaoyan
759 y la Ketog 58 como progenitores la frecuencia de induccién
de callo y regeneracidén de plantas de hibridos F1 fue signifi-
cativamente m&s alta que en las lfneas. Asf{ también observa-
ron que el vigor hfbrido puede eliminarse cuando las anteras
de F1 provenientes de cruces dobles y de cruces reciprocos,
mostrando la existencia de no diferencias entre los miembros
de cada hfbrido.

Ouyang (17) debido a los resultados mencionados anterior

mente, llegé a considerar lo siguiente:

a) La transferencia in vitro de la habilidad androgenética de

hfbridos Fl1 no dependen del citoplasma materno.

b) La frecuencia de induccién de callo en cultivo de anteras y
regeneracién de plantas es una caracteristica heredable con

trolada cuantitativamente.

c) La frecuencia de la induccién de vigor hfbrido solamente
existe en los heterocigotos F1l, pero se puede:perder en li-
neas homocigotas.

Esto indica que la expresién del vigor hfbrido estd fuer-
temente ligada al papel del genotipo de la antera, pero no del
gelr.otipo de las microsporas.

En adicidén, al genotipo de las plantas donantes, la natura
leza de las variedades de trigo (trigo de verano o invierno) -
también afecta la frecuencia de la induccidén de plantas.

RIS PR LA LIRS T l
ST Lt Y
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6.2. Etapa de desarrollo de la microspora

El estado de desarrollo de la microspora es un factor
importante que afecta los resultados del cultivo de antera.
Han Hu menciona que recientemente D.G He y Ouyang estudiaron
las fases morfolSgicas de desarrollo de la microspora de tri-
go en detalle y definieron las respuestas de las anteras en di
ferentes estados de desarrollo; llegaron a determinar que sélo
aquellas microsporas conteniendo un estado uninucleado medio o
tardfo pueden ser inoculadas, la frecuencia de induccibn de ca
llo en estos estados son altos. (17)

6.3. Mejoramiento del medio de cultivo

El medio de cultivo es uno de los factores que inducen
y controlan la induccifn de callo y regeneracién de plantas, su
composicién tiene influencia sobre la respuesta de los genoti-
pos, los principales componentes que afectan’la induccién de ca
llo y regeneracién de plantas en los medios de cultivo son:

6.3.1, Induccibn en la concentracién de sucrosa

Inicialmente se consider® que la concentracién de su
crosa era un factor impoftante en la inducci6én de callo en cul
tivo de anteras. En un principio las primeras plantas obteni-
das por cultivo de anteras de trigo fue con la concentracidn
de sucrosa en un rango de 3 a 6%.

‘Puede ser que la sucrosa no solamente sea un regulador de
presibén osmética del medio pero puede ser también adem&s una
efectiva fuente de carbohidrato. En la actualidad se ha deter
minado que 9% de sucrosa es apropiado para el cultivo de ante-
ras de trigo. (17)
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6.3.2. Relacibn del &ptimo nitr6geno-amonfaco: Retacibén nitrégeno
nitrato. '

Lapham y Chu mencionados por Han Hu; (11)' afirman que una al
ta concentracifén de iones de amonio inhiben la formacién de ca-
llo de polen en cebada y arroz respectivamente. Basado sobre es
tos resultados, se ha desarrollado un nuevo medio denominado N6,
el cual se muestra en el cuadro 4, por considerarse que reduce
la concentracifén de iones de amonio y regula la relacién entre
amonio nitrogenado y nitrato-nitr6geno. Se ha demostrado que
el medio N6 es mis eficiente que otros medios sintéticos para el
cultivo de anteras de arroz y otros cereales, incluyendo el tri-

go.

6.3.3. Desarrollo del medio de papa

Extractos naturales de papa, camote, ilame, tomate vy
endospermo de arroz, mafz cuando el grano ha empezado a llenar
fueron probados reemplazando otros componentes en un medio sin-
tético. De los extractos arriba mencionados, el extracto acuo
so de papa ha mostrado resultados satisfactorios debido a que
se logra alta frecuencia en la induccién de callo y regenera-
cién de plantas en el cultivo de anteras. El contenido mayor
de sales de papa puede variar considerablemente de acuerdo al
material utilizado, esto produce efectos en el medio. Esto
fue mejorado por Chuang y companeros, mencionado por Han Hu,
quien desarrolld un nuevo medio de papa, el cual es llamado
medio de papa II, este contiene un 10% de extracto acuoso de
papa, la mitad de los macroelementos del medio W4, hierro y la
tiamina del medio MS. La frecuencia de induccién de callo en
este medio fue mucho m&s alta gque en otros medios sintéticos
para el cultivo de anteras. (17)
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A

CUADRO 4. Formulaciones de medios de cultivo utilizado en el

cultivo de anteras de trigo.

MS N6 Papa II

Ingredientes (mg/1) (mg/1) (mg/1)
(NH4)NO3 1650

(NH4) 2S04 463 100
KNO3 1900 2800 1000
CA (NO3) 2.4H20 100
MgSQ4.7H20 370 400 125
CaClp.2H20 440 166
KH2PO4 170 400 200
KC1l 35
FeS04.7H,0 27.8 27.8 27.8
Na2EDTA.2H20 37.3 37.3 37.3
MnSO4.4H70 22.3 3.3

ZnS04 .7H20 8.6 1.5
H3BO3 6.2 1.6
KI 0.83 0.8
NaMcO4.2H20 . 0.25
CuS04.5H20 0.025
CoCl,.6H50 0.025
MyO-inositol 100
Acido nicotfinico 0.5 0.5
Piridoxina-HC1l 0.5 0.5

Tiamina-HC1l 0.1 1.0 1.0
Glicina 2.0
Acido amino acético 2.0
Extracto de papa 20000
Sucrosa 30000 60000 60000
pH 5.7-5.8 5.75 5.75

7 . Mejoramiento de condiciones de cultivo

7.1, Pretratamiento en frio

El tratamiento frio antes
ras puede incrementar la frecuencia
En un experimento con dos cruces de
759) y (Cianyang No. 4 x 7497), las
pretratadas a 1-4°C por 48 horas.

de la inoculacibn de ante
en la induccién de callo.
trigo (Orofen y Xiaoyan
espigas de trigo fueron

Los resultados indicaron

un aumento en el porcentaje de anteras gque forman callo, en
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el cruce (Orofen x Xiayon 759)§se reporta un 11.7% sin trata-
miento y un 20.6% con tratamiénto con frfo y en el hibrido
(Xianyang No. 4 y 7497) fue de 4.2% y 8.9% respectiﬁamente. Te
nemos asf la frecuencia de induccién de callo fue incrementada
aproximadamente dos veces cuando las espigas fueron tratadas ::

a una baja temperatura. (17)

En otros estudios realizados en trigo, en donde se han
evaluado varios cultivares, se ha demostrado que la diferencia
en el porcentaje de anteras que ha formado callo y regenerado
plantas se ha observado el efecto de la variacién de los geno-
tipos, la duracién del pretratamiento, las temperaturas utili
zadas y a la interaccifén entre el genotipo-pretratamiento. (25)

7.2. Temperatura

. Donde la temperatura de las espigas de trigo culti-
vadas en el campo, han sido sometidas a elevadas o bajas tempe
raturas a nivel de laboratorio la induccién de frecuencia de
callo en trigo ha sido incrementada. En trabajos mencionados
por Han Hu que fueron realizados por Ouyang y compaiieros, en
donde las espigas de trigo fueron incubadas a elevada tempera-
tura por pocos dfas, luego transferidas a una temperatura nor-
mal, la frecuencia en la induccib6n de callo fue incrementada,
asimismo, el incremento de plantas verdes. La frecuencia de
induccibn de plantas verdes de la variedad Orofen fue alrede-
dor de 10% (en un experimento de 100 anteras pueden producirse
10 plantas verdes). (17)
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"

La respuesta del cultivo de anteras a la temperatura fue
estudiada en detalle usando varias variedades en hfbridos F1
@
de lineas de trigo (Triticum aestivum L.). El rango de tempe

ratura utilizado para inducir callos embriogénicos oscila en-
tre 26°C a 30°C la cual varfa con los genotipos. Para la ma-
yorfa de genotipos de trigo las temperaturas adecuadas son de
28°C a 30°C. (25)
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V. MATERIALES Y METODOS

1. Area Experimental

1.1. Localizacidn

La investigacién se realiz6 en el Centro Experimen
tal Docente de Agronomfa -CEDA-, invernadero y laboratorio de

Cultivo de Tejidos de la Facultad de Agronomia.

La zona de vida del CEDA, segfn De la Cruz (5), se en-
cuentra en la faja termométrica altitudinal subtropical hGme
da, y segfin Holdridge, en un bosqﬁe montano bajo tropical.
Los suelos pertenecen a la serie Guatemala, para los cuales
Simmons (29), reporta una textura y consistencia franco. arci
llosa friable, formado de cenizas volcdnicas. El CEDA se en
cuentra en la parte sur de léipiudad Universitaria, 14°34'
51" LN y 90°33'16" LO y una efévacién de 1476 msnm. (8). Tie
ne una precipitacién media anual de 1247 mm, con temperatura
media anual de 18°C (16).

El invernadero utilizado estd cubierto de vidrio con te
chos de dos aguas, distribufdas de tal manera que el espacio
se utiliza en forma adecuada para pasillos y bancos de pro-
pagacibn fijos. Cuenta ademfs con un siétema de microasper-
sién y ventiladores laterales mec&nicos.

El laboratorio de Cultivo de Tejidos cuenta con un espa
cid de usd‘comﬁn, asft como,matériales y equipos de uso gene
ral. Se tiene alacenas para almacenar reactivos y cristale-
rfa limpia, &rea para manipulaciones asépticas. Para la in=
cubacibn de los tejidos se emplea un cuarto de cultivo o in-
cubadora con control de luz y temperatura.
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2. Material experimental

2.1. Variedades de trigo

En el presente estudio se utilizaron cinco varieda
des de trigo (Triticum aestlvu% L.) procedentes de semilla =

certificada producidas por el Instituto de Ciencia y Tecnolo-
gfa Agricolas (ICTA), las cuales presentan las siguientes ca
racteristicas:

a) PatzGn

Es una variedad que se cultiva entre 1525 a 1980 msnm
Yy temperaturas que oscilan entre 18°C a 24°C. Alcanza alturas
de 85 a 95 centimetros de la base del tallo al extremo distal
de la espiga. Alcanza su madurez fisiol6gica a los 120-125 -
dias. El peso especifico del grano es de 74 kilos por hecto-
litro. Su rendimiento oscila entre 3.5-4.5 toneladas por hec
tarea. (12)

b) Chivito

Esta variedad se cultiva a 2150 msnm y a temperaturas
18-26°C. Alcanza alturas de 95-100 centfmetros de la base del
tallo al extremo distal de la espiga. La madurez fisiolégica
ocurre entre 125-130 dias, y su peso especifico de grano es de
75 kilos por hectolitro. Su rendimiento estabilizado es de -
4.7 toneladas por hectdrea. (12)

c) Villa Laura

Las plantas de esta variedad se encuentran adaptadas
a 2150 msnm y a temperaturas de 18-26°C. Alcanza alturas en
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tre 110-114 centimetros y su madurez fisiolbgica ocurre entre
130-135 dfas; tiene un peso especifico de 76 kilos por hectoli
tro. Su rendimiento es de 3.36 toneladas por hectérea (13).

d) Xequijel

Esta variedad se encuentra adaptada a 2150 msnm y a -
temperaturas de 19-25°C. Alcanza alturas entre 100-110 centf
‘metros de la base del tallo al extremo distal de la espiga.
La madurez fisiol8gica ocurre entre los 123-129 dfias. Ademds
tiene un peso especifico de 77.5 kilos por hectolitro y un ren
dimiento que varfa de 3.5 a 4.3 toneladas por hect&rea. (14)

e) Chocoyo

Es una variedad cuyas plantas se desarrollan entre los
1525-1980 msnm y a temperaturas entre 18-26°C. Alcanzan altu
ras entre 95-105 centimetros, la madurez fisiolbgica la alcan
za entre 135-145 dfias. Su peso especifico es de 76.4 kilos
por hectolitro, adem&s posee un rendimiento que oscila entre
3.5-4.3 toneladas por hectérea (15).

3. Desarrollo de la investigacién

‘ La presente investigacifn se realizl en dos etapas:
Etapa de campo y etapa de laboratorio

3.1. Etapa de campo
3.1.1. Siembra de variedades

Esta actividad se realizd en el &rea del Centro
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Experimental Docente de la Facultad de Agronomfa. El material
de trigo utilizado lo constituyeron las variedades de trigo -
Chivito, Villa Laura, Chocoyo, Patzfn y Xequijel, las cuales
fueron obtenidas del Instituto de Ciencia y Tecnologfa Agrf-
colas (ICTA).

La siembra se realiz en agosto, septiembre y octubre del
ano 1988 y febrero, marzo, abril y mayo del afio 1989; efectuan
do siembras con un intervalo de 15 dfas. Se sembraron cuatro
surcos de cinco metros de largo de cada variedad en forma esca
lonada.

3.2. Etapa de laboratorio
3.2,1. Induccidbn de callo

3.2.1.1. Determinacién del estado uninucleado de las ante-
ras

Para conocer el estado de desarrollo de las
mlcrosporas se observd constantemente el desarrollo de las va
riedades utilizadas, se observ6 para cada variedad el momento
en que el trigo inici6 la formacién de su inflorescencia y se
determiné el estado uninucleado de las microsporas para cada
una de las variedades.

Para observar el estado uninucleado de las microsporas,
se procedid a la fijacién, tincién y observacién en el micros
copio de las mismas, para ello se observs el procedimiento si
guiente:

a) Fijaci6n: Se fijaron las anteras en una solucién compues
ta por tres partes de etanol al 95% (alcohol etflico), una
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parte de &cido acético glacial y 0.1% de cloruro férrico. Pos
teriormente se calentd la inflorescencia en esta solucidn a -
70°C por 45 minutos cuando se requirieron inmediatamente o se
dejaron en la solucién fijadora durante 24 horas a temperatura
ambiente con la finalidad de favorecer una mejor accidn de la

solucién de tincibdn.

b) Tincibn: Las anteras fueron maceradas y tenidas con una so

lucién al 0.5% de acetocarmfn. Una vez tefiidos los granos
de polen, se observS los estados de desarrollo bajo un micros-
copio.  (20) |

+

3.2.1.2. Bxtraccién de anteras

Las espigas, fueron colectadas en el campo en
las mafianas antes de las diez horas y se sometieron a trafamieg
to frfo, durante siete dias a 6°C, fueron esterilizadas por -
diez minutos utilizando una solucién de hipoclorito de sodio al
0.5% luego lavadas tres veces con agua estéril. Asimismo se -
utilizé, alcohol etflico al 70% para desinfectar el drea de tra
bajo en la cimara de flujo laminar.

Las espigas estériles fueron colocadas en cajas de petrl
estériles y las anteras fueron removidas utilizando una pinza
de punta fina. Posteriormente las anteras fueron transferidas
a los medios de induccibén de callo.

3.2.1.3. Medios de cultivo

Se utilizaron como medios basales el medio
de Papa II y el medio N6. La composicifn de los mismos se -
muestra en el cuadro 4.
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Las combinaciones de reguladores del crecimiento agrega-
dos a cada uno de los medios basales se muestran en el cuadro
5.

CUADRO 5. Combinacién de reguladores del crecimiento agregados
a los medios basales N6 y Papa II para la induccién

de callo
2,4-D (mg/l) ANA (mg/l)
0.0 0.0
2.0 0.0
0.0 ’ 2.0
2.0 0.5
0.5 2.0

El medio basal y la combinacifn de reguladores del creci
miento constituy6 el medio de induccién de callo.

Para la induccibén de callo se utilizaron 15 ml de medios
lfquidos, los cuales se colocaron en frascos de vidrio de 120
ml de capacidéd, los que se esterilizaron en autoclave a 1l21°
C, 15 libras de presién por pulgada cuadrada por 15 minutos.

3.2.1.4. Condiciones de incubacién

Las anteras en los medios de induccibn de
callo fueron incubadas durante 35 dfas a temperaturas constan
tes de 28°C en la obscuridad. Después de 35 dias se determi-

néuél ﬁﬁméro de callos inducidos.

3.2.2. Regeneracién de plantas

Los callos provenientes de los medios de induc
cién fueron trasladados a tubos de ensayo que contenfan el me
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3.2.2.2. Aclimatacién

Las plantas con una altura aproximada de cin
co centimetros en los tubos de ensayo, se sometieron a un pro-
ceso de aclimatacidén, el cual consistié en extraer la planta
del tubo de ensayo, luego se realizd un lavado de las ralces
con el objeto de eliminar resfduos del medio nutritivo, segui
damente se sembraron en macetas de pl&stico conteniendo una
mezcla de suelo con arena de proporcién de 3:1 previamente es
terilizado en autoclave a 121°C, 15 libras de presién por pul
gada cuadrada por 30 minutos. A las plantas se les aplicé rie
go cada dos dfas y fueron cubiertas con bolsas plésticas trans
parentes, con el objeto de mantener una alta humedad relativa.

A partir del tercer dfa se procedib a realizar agujeros
en la bolsa, para ir adaptando las plantas al medio exterior,

finalmente a los cinco dfas se eliminé la bolsa.

En la figura 1, se observa en una forma general la meto-
dologfa utilizada desde la siembra de variedades de trigo has
ta la obtencibén de plantas a través del cultivo de anteras.

3.3. Evaluacién de la investigacién

3.3.1. Induccién de callo

Para la evaluacibn de los diferentes medios de
induccibén de callo se utilizé un disefo experimental completa

mente al azar.

Se utilizaron cinco repeticiones, la unidad experimental
estuvo constitufda por un frasco de vidrio de 120 ml de capa-
cidad al cual se le agregaron 15 ml del medio de cultivo y se
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Siembra de las variedades de trigo en el

campo. Duracién 2 a 4 meses.

ok

Recoleccibn de espigas en el campo, antes de las

10 horas. Deben tener un e;tado uninucleado.

Extraccién de anteras transferidas al medio de

cultivo de anteras.

i —eseie

Inicia la embriogénesis y organogénesis en el

?{@

medio de induccién de callo. Duracién: 35
dias.

Regeneracifén de plantas en el medio de regenera-

ciébn. Duracibn: 6 semanas.

Aclimatacién de las plantas regeneradas. Dura
cién: S5 dias.

4 T4

Crecimiento de las plantas haploides o doble ha

ploides. Recoleccibn de granos. Duracién: 5
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a 6 meses.
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FIG. 1 Representacifn esquemitica del cultivo de anteras én trigo.
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cultivaron en el mismo 60 anteras, con un total de diez tra-
tamientos.

El modelo estadistico utilizado para.el disefio experimen

tal completamente al azar en la fase de induccién de callo

fue:

Yij =M + Ti + Ej
Y = Variable respuesta de la iésima unidad experimental
i = Tratamiento
j = Repeticibn
M = Media general de la poblacién
T = Efecto del iésimo tratamignto
E = Efecto del error experimental asociado a la ij unidad

experimental.
3.3.1.1. Anélisis Estadistico

Los valores obtenidos en la induccién de ca-
llo de las variedades de trigo Chocoyo, Patz@n, Xequijel, Villa
Laura y Chivito, fueron sometidos a an8lisis de varianza (ANIDE
VA), aplicado al ntmero de anteras que forman callo. Los an&-

lisis fueron independientes para cada variedad.

Asimismo, a estas variedades se les aplic6 la prueba de
medias de Tukey y prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis con
la finalidad de detectar diferencias signficativas entre los
diferentes .tratamientos, debido.especialmente a la presencia
de datos discontinuos dentro de un mismo medio basal y combina
cibén de reguladores del crecimiento.
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3.3.1.2. Variables evaluadas

Para los medios de induccién de callo se deter
miné el nGmero de anteras gue forman callo, le cual se realizd
a los treinta y cinco dias después del cultivo de las mismas.

a) NGmero de anteras que forman callo

No. anteras que forman callo y 100

% callos =
Total anteras inoculadas

3.3.2. Regeneracién de plantas

pPara la evaluacién de los diferentes medios de
regeneracién de plantas se utilizé un disefio completamente al
azar. Los tratamientos evaluados para cada variedad fueron
las cuatro combinaciones hormonales. Se utilizaron diez repe
ticiones, la unidad experimental estuvo constitufda por un tu
bo de ensayo de 16 x 25mm al cual se le agregaron 6 ml. del
medio de cultivo, coloc&ndose un callo por tubo, con un total

de cuatro tratamientos.

El modelo estadfstico utilizado para el disefio experimen
tal completamente al azar, es el mismo utilizado en la fase
de induccibén de callo.

3.3.2.1. Andlisis estadistico

Los valores obfenidos en la regeneracidén de
plantas de las variedades de trigo Chocoyo, Patzfn, Xequijel,
Villa Laura y Chivito, fueron sometidos a- an8lisis de varian-
za (ANDEVA), aplicado al nGmero de plantas regeneradas. Los
anidlisis fueron independientes para cada variedad. Asimisno

a estas variedades se les aplicé la prueba de medias de Tukey.
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3.3.2.2. Variables evaluadas

Para los medios de regeneracién de plantas
se determind el nGmero total de plantas regeneradas, el nlme
ro de plantas albinas y el nGmero de plantas verdes. Estos
datos se tomaron seis semanas después de transferidos los ca

llos al medio de regeneracién.

b) Porcentaje de regeneracién de plantas

No. de plantas regeneradag a partir de callos x 100
Total de callo inoculado




VI.. RESULTADOS Y DISCUSION

1. Induccib6n de callo

En la variedad de trigo Patzfin, el tratamiento consis
tente en el medio basal N6 suplementado con 2 mg/l de ANA o
2 mg/l de 2,4-D mostrd el mayor porcentaje en la induccibén de
callo. E1 cuadro 7 muestra el efecto de medios de induccién
de callo en la variedad de trigo Patzfin. El efecto del medio
basal N6, suplementado con 2,4-D o ANA en la induccidén de ca-
llo en anteras de trigo ha sido reportado anteriormente para
otras variedades y coincide con los resultados obtenidos en
cuanto al efecto sobre la induccién de callo (19), El1 an&li-
sis de varianza refleja significancia al 5%, en los trata-
mientos de induccién de callo. Dentro de un mismo tratamiento
existe alta variacidén en los valores de la induccién de callo,
esto se refleja en la no significancia que se observa en la
prueba de medias. Este comportamiento es normal en estudios
de induccibn de callo (.21).

CUADRO J. Efecto de medios de cultivo en la inducci®n de callo
de la variedad de trigo Patz(n

Medios de induccién de callo

Medio basal Reguladores del crecimiento Produccién de
2,4-D ANA callo
(mg/1) %
N6 0.0 0.0 0.0
N6 2.0 0.0 2.3
N6 0.0 2.0 3.0
N6 2.0 0.5 0.0
N6 0.5 2.0 0.0
Papa II 0.0 0.0 0.0
Papa II 2.0 0.0 0.0
Papa II 0.0 2.0 0.0
Pape II 2.0 0.5 0.0
Papa II 0.5 2.0 1.0
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En la variedad de trigo Villa Laura los tratamientos con
sistentes en los medios basales N6 y Papa II suplementados con
2 mg/1l de ANA m8s 0.5 mg/l de 2,4-D mostraron el mayor porcen-
taje en la induccién de callo. Resultado similar ha sido re-
portado sobre el efecto de estos medios en la induccién de ca
llo para la variedad de trigo Chris, Edwall, Pitic y DW50 (21,
23). El anilisis estadistico mostrd diferencias significativas
al 5% entre tratamientos. El cuadro 8 muestra el efecto de los
medios de induccién de callo sobre la variedad de trigo Villa

Laura.

CUADRO 8. Efecto de medios de cultivo en la induccién de callo
de la variedad de trigo Villa Laura

Medios de induccién de callo Produccién de

Medio basal Reguladores del crecimiento callo 1/

2,4-D ANA (%)
(mg/1) ,

N6 0.0 0.0 0.0c

N6 2.0 0.0 1.0b

N6 0.0 2.0 1.0b

N6 2.0 0.5 1.0b

N6 0.5 2.0 3.0a

Papa II 0.0 0.0 0.0c

Papa II 2.0 0.0 0.3bc

Papa II 0.0 2.0 0.0c

Papa II 2.0 0.5 0.0c

Papa II 0.5 2.0 1.3ab

l/ Los tratamientos que aparecen con la misma letra son iguales
al 0.05 de significancia de acuerdo a la prueba de Tukey.

- La mejor respuesta en la induccién de callo para la varie
dad de trigo Chocoyo se obtuvo con los medios de induccién de
callo, constitufdos por los'medios basales N6 'y Papa II suple-
mer tados con 2 mg/l de 2,4-D m&s 0.5 mg/l de ANA o 2 mg/l de
ANA mis 0.5 mg/l de 2,4-D. El efecto de los medios basales in
dicados con las combinaciones de reguladores del crecimiento
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que mostraron mayor induccién de callo han sido reportados pa
ra las variedades Orofen y Ciano (4,6). El andlisis estadis-
tico no muestra diferencias al 5% entre tratamientos para la
variedad de trigo Chocoyo. El cuadro 9 muestra el efecto de
los medios de induccién de callo para la variedad de trigo -

Chocoyo.

CUADRO 9. Efecto de medios de cultivo en la induccién de callo
de la variedad de trigo Chocoyo

Medios de induccién de callo Produccién de
Medio basal Reqguladores del crecimiento callo
2,4-D ANA (%)
(mg/1)
N6 0.0 0.0 3.0
N6 2.0 0.0 0.0
N6 0.0 2.0 8.3
N6 2.0 0.5 23.3
N6 0.5 2.0 0.3
Papa II 0.0 0.0 0.0
Papa II 2.0 0.0 16.0
Papa II 0.0 2.0 11.6
Papa II 2.0 0.5 16.0
Papa II 0.5 2.0 24.3

En la variedad de trigo Xequijel el tratamiento de induc
cién de callo consistente en el medio N6 suplementado con -
2 mg/l de ANA mostrd el mayor porcentaje en la induccibén de ca
llo. Sin embargo no se observé diferencia estadistica al 5%.
Al igual que los resultados obtenidos envlas variedades repor-
tadas anteriormente el medio basal N6 suplementado con 2 mg/l
de ANA muestra la mayor eficiencia en la induccibn de callo,
esto ha sido reportado para otras variedades de trigo (21).
El cuadro l0muestra el efecto de los medios de induccién de ca
llo sobre la variedad de trigo Xequijel.
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CUADRO 10. Efecto de medios de cultivo en la induccién de callo
de la variedad de trigo Xequijel

Medios de induccién de callo

Medio basal Reguladores del crecimiento Produccién de
2,4-D. ANA callo
(mg/1) (#)

N6 0.0 0.0 0.0
Né 2.0 0.0 1.0
N6 0.0 2.0 1.3
N6 2.0 0.5 0.0
N6 0.5 2.0 0.3
Papa II 0.0 0.0 0.0
Papa II 2.0 0.0 0.3
Papa II 0.0 2.0 0.0
Papa II 2.0 0.5 0.0
Papa II 0.5 2.0 1.0

La variedad de trigo Chivito no presents respuesta en -
los medios de induccién de callo, que estuvieron constitufdos
por los medios basales N6 y Papa II, suplementados con regula
dores del crecimiento. La diferencia entre las diferentes va
riedades en la induccién de callo Y la no respuesta de algunas
variedades ya ha sido reportada con anterioridad (21,22,26).

2. Regeneracién de plantas

En la regeneracién de plantas se utilizaron callos de
colcr blanco amarillento con una consistencia friable Y con un
tamafio alrededor de 2 mm, provenientes de las variedades de -
trigo Villa Laura, Chocoyo, Patzfn y Xequijel.
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En las variedades de trigo Villa Laura, Chocoyo y Xequijel
no se observd respuesta en la regeneracién de plantas, lo cual
confirma lo reportado sobre la influencia de los diferentes ge-
notipos en la regeneracibn de plantas y sus diferentes requeri

mientos dentro de una misma especie. ( 3)

En el cuadro 10 se muestra la respuesta a los medios de re
generacién de plantas de la variedad de trigo Patz@in. El medio
de regeneracifn MS sin reguladores del crecimiento o suplementa
do con 1 mg/l1 de AIA mds 0.5 mg/l de BA mostraron un mayor por
centaje en la regeneracibén de plantas. Lo anterior est$ acor-
de con la combinacién de reguladores del crecimiento que mejor
resultado mostrd en la regeneracién de plantas para las varieda
des Highbury, Sicco, Ciano, Sinton (1,2,6,23,24)

Asimismo el cuadro 11 muestra la respuesta a la morfogéne
sis inducida por medios de regeneracién de plantas, se obser-
va que no es necesario el uso de reguladores del crecimiento o
cuando se utilizan se hace en bajas concentraciones.

CUADRO 11. Efecto de medios de cultivo en la regenéracidn de
plantas en la variedad de trigo Patzén

‘Medio de regeneracién Regeneracién de
Medio basal Reguladores del crecimiento ‘plantas (%)
AIA BA Verdes 1/ Alhinas
(mg/1)
MS 0.0 0.0 61.53a - 38.47
MS 1.0 0.5 66.66a 33.34
MS 2.0 0.0 0.0b 0.0
MS 2.0 0.5 0.0b 0.0

1/ Los tratamientos que aparecen con la misma letra son iguales
al 0.05 de significancia, de acuerdo a la prueba de Tukey.
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CUADRO 12. Medios de induccién de callo que regeneraron plantas
en la variedad de trigo Patztn

Medio de induccién de callo Produccién Regeneracidn de

Medio basal 1/ Reguladores del callo plantas (%)
crecimiento (%) Verdes Albinas
2,4-D ANA
(mg/1)
N6 2.0 0.0 2.3 66.66 33.34
N6 0.0 2.0 3.0 61.53 38.47

1/ Anteras cultivadas en el medio basal Papa II suplementado con
0.5 mg/1 de 2,4-D mé&s 2 mg/l de ANA que indujeron callo, no
regeneraron plantas.

Las plantas que se utilizaron para el cultivo de anteras -
fueron obtenidas del cultivo de las variedades bajo condiciones
ambientales no controladas en el campo. Todas fueron obtenidas
de siembras realizadas en la misma fecha, por lo que todas las
anteras fueron expuestas a las mismas condiciones ambientales
Y no se tuvo un control de las condiciones de suelo Yy humedad.
Se reporta que existe efecto de las condiciones ambientales ba
jo las cuales se cultivan las plantas de donde se obtienen las
anteras (25). En este estudio no se evalué esta condiciébn.

En los cuadros 12 y 13 se muestra que la regeneracién de
plantas verdes en el medioc MS sin reguladores del crecimiento
se tuvo en los callos provenientes del medio basal N6 suplemen
tado con 2 mg/1 de ANA, el efecto del medio de induccién de ca
llo sobre la regeneracifn de plantas ha sido reportado con ante
rioridad-y se observa en el presente estudio (21).

Se muestra ademds que el mayor porcentaje de regeneracién
de p antas verdes se obtuvo en el medio Ms suplemenﬁado con -
1 mg/1 de AIA mds 0.5 mg/l de BA, de callos provenientes del me
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dio basal N6 suplementado con 2 mg/l de 2,4-D. Este resultado
confirma lo reportado por otros autores, quienes indican que ‘
las altas o bajas concentraciones de 2,4-D influyen en la rege
neracién de plantas y ésta se logra utilizando combinaciones
de AIA y BA (3,6,21)

El cuadro 13 muestra las variedades de trigo evaluadas -
gue produjefon éallo, el medio basal N6 suplementado con regu
ladores del crecimiento presentd la mayor cantidad de callb in
ducido para las variedades Patzfin, Villa Laura y Xequijel. Pa
ra la variedad de trigo Chocoyo el medio basal Papa II suplemen
tado con 2 mg/l de ANA mds 0.5 mg/l de 2,4-D mostrd el 24,3% de
induccién de callo, mientras que el medio basal N6 suplementado
con 2 mg/l de 2,4-D m8s 0.5 mg/l de ANA produjo el 23.3% de ca-
llo. En la variedad de trigo Villa Laura el tratamiento de in-
duccibébn de callo consistente en el medio N6 suplementado con
2 mg/l ANA m&s 0.5 mg/l de 2,4-D mostr§ el mayor porcentaje en
la inducci6n de callo. En general se puede afirmar que el me-
dio basal N6 suplementado con 2 mg/l de ANA produce alta res-
puesta en la induccién-de callo en las variedades PatzlGn y He

quijel.

Asimismo muestra que el mejor medio basal para inducir ca
llo en la variedad Patzfin es N6 el cual debe suplementarse con
los reguladoreé del crecimiento 2,4-D o ANA en concentracién
de 2 mg/l. Se reporta gque es mds conveniente utilizar ANA pa
ra lograr plantas sin utilizar reguladores del crecimiento en

el medio de regeneracién (6).

La respuesta diferente en la induccién de callo de los me
dios basales N6 y Papa II en las variedades evaluadas se debe
a cue las concentraciones de Nitrato de Potasio (KNO3) son ma-

yores en el medio N6, lo cual est& acorde a lo reportado en




39

otros estudios, en que la concentracién de KNO3 afecta signifi

cativamente la frecuencia de induccién de callo., (9)

El proceso de aclimatacién de plantas utilizado en este
estudio no presentd ningGn tipo de dificultad obteniéndose un
100% de plantas verdes aclimatadas bajo condiciones de inver-

nadero.




CUADRO 13. Resumen de los resultados obtenidos en las variedades de trigo Patzf@n, Villa Laura, Chocoyo y Xequijel en
los medios de induccidén de callo y de regeneracién de plantas

Medio de induccién de callo Produccién ) Medio de regeneracién
Medio basal Requladores del crecimiento de callo(%) Medio basal Reguladores del Regeneracifn de
2,4-D ANA . crecimiento plantas
Variedad ! (mg/1) BA Verdes Albinas
9 (mg/1) ()

Patzfn N6 0.0 2.0 3.0 MS 0.0 0.0 61.53 38.47

N6 2.0 0.0 2.3 MS 1.0 0.5 66.66 33.34
Papa II 0.5 2.0 1.0
Villa Laura N6 0.5 2,0 3.0
Papa II 0.5 2.0 1.3
N6 2.0 0.0 1.0
N6 0.0 2.0 1.0
N6 2.0 0.5 1.0
Chocoyo Papa II 0.5 2.0 24.3
N6 2.0 0.5 23.3
Papa II 2.0 0.0 16.0
Papa II 2.0 0.5 16.0
Papa II 0.0 2.0 11.0
N6 0.0 - 2.0 8.3
N6 0.0 0.0 0.3
Xequijel + N6 0.0 2.0 1.3
N6 2.0 0.0 1.0
Papa II 0.5 2.0 1.0
Papa II 2.0 0.0 0.3
N6 0.5 2.0 0.3

ov
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VII. CONCLUSIONES

Después de haber analizado los resultados obtenidos en &s

ta investigacifn, las siguientes conclusiones son v&lidas para

las condiciones en las cuales se llev6 a cabo el experimento,
utilizando los medios basales N6, Papa II y MS suplementados
con las diferentes concentraciones de reguladores del crecimien

to utilizados en el presente estudio.

1.

El medio basal N6 suplementado con 2 mg/l de ANA es el medio
mids adecuado para inducir callo en las variedades de trigo:

PatzGn y Xequijel.

Existe diferente respuesta entre variedades de trigo a la
induccién de callo, de las variedades evaluadas la variedad
Chivito es dififcil de utilizar en el cultivo de anteras, ya
que no presenta respuesta a la induccién de callo.

La variedad de trigo Patzfin presenta respuesta a la regenera
cifn de plantas. Las variedades Villa Laura, Xequijel y Cho
COoyo no presentan respuesta a la regeneracién de plantas.

Para la regeneracifn de plantas en la variedad PatzGn no es
necesario utilizar reguladores del crecimiento en el medio
de regeneracidn, el medio de induccién de callo tiene efec-
to en la regeneracién.

Tanto en la induccién de callo como en la regeneracién de
plantas de las diferentes variedades evaluadas, existen di
ferencias en requerimientos por ser diferentes genotipos
dentro de la misma especie.
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VIII.. RECOMENDACIONES

Realizar estudios similares a &ste, utilizando otras varie
dades de trigo y los mismos medios basales de induccién de
callo, suplementados con otras combinaciones hormonales,
con el objeto de conocer la respuesta de estos materiales
y poder utilizar la informacién con fines de programas de

mejoramiento.

Efectuar estudios de evaluacién de factores como concentra
ciones de sucrosa, pretratamiento en frfo, en las varieda-
des que presentaron mejores resultados, con el fin de au-

mentar los porcentajes de induccifn de callo y regeneracién

de plantas.

Llevar a cabo estudios de ploidia de las plantas obtenidas
con la finalidad de diploidizarlas.

Inicar la produccién masiva de plantas con la finalidad de

iniciar programas de mejoramiento.

Establecer otros métodos de regeneracién de plantas a par-
tir del cultivo de anteras en trigo; tomando como base los

resultados obtenidos en esta investigacién, con la finalidad

de aumentar el porcentaje de regeneracién de plantas.
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CUADRO 1. »Anélisis de varianza del efecto de medios de cultivo en la induccién
de callo y regeneracifn de plantas en las variedades de trigo
PatzGn, Villa Laura, Chocoyo y Xequijel

Induccién de callo Regeneracién de Plantas
Variedad 1/ C.M. c.v.2/ ___Cc.M. _C.V.
PatzGn 2.286* 260.51 2,371*
Villa Laura 1.660* 181.88
Chocoyo 1.60460N.S. 212.60
Xequijel 0.480 N.S. 353.55

1 / C.M. = Cuadrado medio

2/ C.V. = Coeficiente de variaciln .
* = Significancia al 0.05% de prueba de medias de Tukey
N.S. = No significancia al 0.05% de prueba de medias de Tukey

8Yv
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CUADRO 2. Prueba de Tukey para induccién de callo de la varie-
dad de trigo Patz@n. (GLE = 40, «¢=0.05)

Tratamientos Media produccién de

2,4-D ANA callo
(Mg/1)
N6 0.0 2.0 1.80a
N6 2.0 ' 0.0 1.40a
Papa II 0.5 0.0 0.60b
N6 0.0 0.0 0.00c
N6 0.5 2.0 0.00c
N6 2.0 0.5 0.00c
N6 2.0 0.5 0.00c¢
Papa II 2.0 0.0 0.00c
Papa II 0.0 2.0 0.00c
Papa II 2.0 0.5 0.00c
Papa 1I 0.0 0.0 0.00c

CUADRO 3. Andlisis de varianza de Kruskal-Wallis. Variedad

Patzln
J Variables nJ R Rij/nj
1 nl 10 557.5 31080.63
2 n2 10 544.5 29648.03
3 n3 10 712.5 50765.63
4 n4 10 666 44355.6
5 nb5 10 405 29648,03
6 pl 10 405 16402.5
7 p2 10 405 16402.5
8 p3 10 405 16402.5
9 p4 10 405 16402.5
10 p5 10 405 16402.5
100 267510.4
Grados de libertad = 9 -Valor de H = 30.398
Probabilidad = 3.75
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CUADRO 4. Prueba de Tukey para induccién de callo de la variedad
de trigo Villa Laura. (GLE = 40,«=0.05)

Tratamiento Media produccién de
2,4~D ANA callo
(mg/1)

N6 0.5 2.0 ~ 1.80a
Papa II 0.5 2.0 0.80b
N6 0.0 2,0 ' 0.60b
N6 2.0 0.5 0.60b
N6 2.0 0.0 0.60b
Papa II 2.0 0.0 0.20b
N6 0.0 0.0 0.00c
Papa II 0.0 2.0 0.00c
Papa II - 2.0 0.5 0.00c
Papa II 0.0 0.0 0.00c

CUADRO 5. Andlisis de varianza de Kruskal-Wallis. Variedad
Villa Laura

Variables nj Rj Rj2/nj
nl 10 550.5 30305.03
n2 10 638 40704.4
n3 : 10 541.5 29322.23
n4 10 586 34339.6
nS 10 534 28515.6
pl 10 440 19360
- p2 » 10 440 19360
p3 10 440 19360
p4 10 440 19360
PS5 10 440 19360
100 259986.9
Grados de libertad = 9
Valor de H = 17,280
Probabilidad = 4,45
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CUADRO 6. Prueba de Tukey para la regeneracifn de plantas de
la variedad de trigo Patzln. (GLE = 36,o0.05)

Medios de Regeneracidn Media regeneracién
Reguladores del crecimiento de plantas
Medio Basal AIA (mg/1) BA
MS 0.0 0.0 1.30a
MS 1.0 0.5 1.20a
MS 2.0 0.0 0.0b
MS 2.0 0.5 0.0b

CUADRO 7. Datos primarios originados de la investigacién en la
variedad de trigo Patzfin

Induccidbdn de callo

Repeticién Tratamientos
(# de callos)
1 v 2 3 4 5
# N6 PII N6 PI N6 PII N6 PII N6 PI1
1 0 0 4 0 5 o o0 0 0 0
2 0 0 3 0 2 0 0 0 0 0
3 0 0 0- 2 0 0 0 0 0 3
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

P = Papa II
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CUADRO é. Datos primarios originados de la'investigacién en la
variedad de trigo Villa Laura

Induccién de callo
Repeticién Tratamientos
(# de callos)

1 2 3 4 5
# N6 PIT N6 PIT Ne PIii N6 PII N6  PIT
1 o o 1 o0 o0 o 0 0 4 4
2 o o 1 o 2 o0 o0 0 2 1
3 o 0 o0 o0 0 0 0 0 3 0
4 o o 1 1 1 o0 2 0 o0 0
5 0. 0 0 0 0 0 1 0o 0o 0

CUADRO 9. Datos primarios originados de la investigacién en la
variedad de trigo Chocoyo

Induccié6bn de callo

Repeticién Tratamientos
(# de callos)

1 2 3 4 5
# N6 PIT N6 PII N6 PII N6 PII N PII
1 0 0 0 6 4 0 0 0 0 46
2 0 0 0 0 1 1 0 33 0 0
3 9 0 0 0 0 16 60 6 1 23
4 0 0 0 40 20 18 0 7 0
5 0 0 0 2 0 0 10 2 0

]
il

Papa II
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CUADRO 10. Datos primarios originados de la investigacién en la

variedad de trigo Xequijel

Inducciédn de callo

Repeticibn Tratamientos
(# de callos)
1 2 3 4 5
# N6 PII N6 PI N6 PII N6 PII N6 PIX
1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3
4 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0
5 0 0 3 0 0 0 0 0 0 0

CUADRO 11. Datos primarios originados de la investigacifén en la
Variedad de trigo PatzGn

REGENERACION DE PLANTAS

Repeticibn Tratamientos
($ de callos)
1 2 3 4
# Verdes Alb. Verdes Alb. Verdes Alb. Verdes Alb.
1 2 0 1 0 0 0 0 0
2 2 0 1 0 0 0 0. 0
3 2 0 3 0 0 0 0 0
4 0 1 0 2 0 0 0 0
5 0 1 0 2 0 0 0 0
6 0 1 1 0 0 0 0 0
7 0 0 1 0 0 0 0 0
8 2 0 1 0 0 0 0 0
9 0 1 0 0 0 0 0 0
10 0 1 0 0 0 0 0 0

Alb. = Albinas
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