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IRRADIACION DE SEMILLAS CON RAYOS GAMMA DE 7 GENOTIPOS DE TRIGO
(Triticum aestivum L.) PARA EVALUAR SU RESPUESTA A LA
FORMACION DE CALLO Y REGENERACION DE PLANTAS A
TRAVES DEL CULTIVO DE ANTERAS.

IRRADIATION WITH GAMMA RAYS OF SEVEN GENOTYPES OF WHEAT
(Triticum aestivum L.) IN ORDER TO EVALUATE THEIR
REACTION IN THE FORMATION OF CALLUS AND THE
REGENERATION OF PLANTS THRONGH THE
CULTIVATION OF ANTHERS.

RESUMEN

Este informe presenta los resultados obtenidos en la investigacidn
realizada para evaluar la respuesta de siete genotipos de trigo
(Triticum aestivum L.) a la formacién de callo y regeneracién de
plantas, a través del cultivo de anteras, utilizando plantas
provenientes de semilla irradiada con rayvos gamma. El objetivo principal
consistié en determinar el efecto de diferentes désis de ravos gamma
(Cobalto 60) (5, 10, 15, 20 y 25 Kilorads) ¥ un control (0 Krads) en la

respuesta a la formacién de callo v regeneracién de plantas, en la

busqueda de la aplicacién de estas nuevas metodologias en el
me joramiento genético de nuestros materiales. Los genotipos de trigo
utilizados fueron: "ICTA Balén", "ICTA Chocoyo". "ICTA Comalapa”, "ICTA
Patzin", "ICTA Santa Ana", "ICTA Xequijel™ e "ICTA Zaragosa".

La semilla de los 7 genotipos de trigo irradiada fué cultivada en
los campos del Centro Experimental Docente de la Facultad de Agronomia,
de la Universidad de San Carlos de Guatemala (FAUSAC), v posteriormente
se obtuvieron anteras en estado uninucleade de cada una de las

variedades para su cultivo in vitro.
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Para evaluar la formacién de callo se utilizé el medio basal N;
suplementado con 2.0 mg/L de Acido Naftalenacetico (ANA), exceptuando la
variedad ICTA Comalapa, para la gque se usé 1.5 mg/L de ANA + 0.5 mg/L de
Kinetina. En la etapa de Regeneracidén de plantas se usé el medio basal

MS sin hormonas para los siete genotipos.

El genotipo que presentéd mejor respuesta a la induccidén de callo
fué "ICTA Chocoyo”, con 5.4 % de formacién de callo con désis de 0
Kilorads y 2.0 % de formacidén de callo con la doésis de 5 Kilorads. Los
materiales "ICTA Baladn" e "ICTA Zaragosa" no formaron callo con ninguna
désis de irradiacién. Unicamente las variedades "ICTA Chocoyo", "ICTA

Patzdn" e "ICTA Xequijel", fueron las que formaron callo con désis

mayores de 5 Kilorads.

En términos generales, estos resultados evidencian un efecto negativo de
las radiaciones en la respuesta a la formacidén de <callo de los
diferentes genotipos de trigo.

La respuesta de los genotipos en la fase de regeneracidn de
plantas, manifesté que el efecto de las radiaciones con rayos gamma no
sigue un patron definido como sucede en la induccidén a la formacidn de
callos. En este caso los mejores resultados fueron: "ICTA Comalapa" con
dGsis de irradiacién de la semilla de 10 ¥ 20 Kilorads e "ICTA Xequijel"
con 5 Kilorads: 100 % de regeneracifn; "ICTA Patzin" con 15 Kilorads:
50.00 %; "ICTA Chocoyo" con 20 Kilorads: 66.66 % de regeneracidén; "ICTA

N

Patzan"” 10 y 25 Kilorads e "ICTA Zaragosa" con 0 _Kilorads: 50.0 % de

regeneracidn.

Se identificaron 3 tratamientos gque reportaron resul tados
satisfactoricos en las 2 variables de respuestas. Las variedades ICTA
Comalapa con 10 v 15 Kilorads e ICTA Xequijel con 5 Kilorads, reportaron
1 % de formacidén de callo y 100 % de regeneracicdn de plantas. Desde el
punto de vista del mejorador lo mds importante es el % de plantas
regeneradas completas porgque serédn las que proporcionarin material
genético para su programa de me joramiento.
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1. INTRODUCCION

La importancia del cultivo de trigo en Guatemala radica en que es
la fuente de ingresos para buen nimero de agricultores del altiplano
central y occidental del pais. La harina de trigo es la materia prima
gque se usa en la elaboracidén de pan, pastas ¥y otros productos, mismos

que son muy usados en la dieta alimenticia humana.

Actualmente el pais cuenta con un  nimero considerable de

variedades que han sido generadas por el programa de trigo del Instituto

de Ciencia' ¥y Tecnologia Agricolas (ICTA) utilizando una metodologia
tradicional de mwmejoramiento genético. La produccion de trigo afdn
enfrenta problemas importantes.  entre :ellos: susceptibilidad a
enfermedades, ciclos productivos muy largos., baja calidad del grano ¥
otros. 'Muy recientemente se estd aplicando la técnica del cultivo de
anteras para obtener variedades de trigo en un tiempo mis corto. La

interrelacidén entre el cultivo de anteras ¥ la induccién de mutaciones

permiten ampliar la wvariabilidad genética ¥ reducir el tiempo en la

generacidén de variedades para uso del triticultor.

En el presente estudio se evalud la respuesta de siete variedades
de trigo a la formacidn de callo v rtegeneracién de plantas, utilizando
la técnica de cultivo de anteras, dichas anteras eran provenientes de
plantas cuyas semillas fueron irradiadas con diferenteszs dosis de ravos
gamma. De esta Torma se estd generando la informacién basica necesaria
para obtener plantas haploides gque son muy importantes en programas de

me joramiento genético.

La investigacitn se realizd en el laboratorio de cultivo de tejidos
¥y el Centro Experimental Docente de |a Facultad de Agronomia,
Universidad de San Carlos de Guatemala v forma parte del provecto de
me joramiento de trigo que la facultad de Agronomia ha venido

desarrollando con el apoyvo del Organismo Internacional de Energia

Atdmica (OlEA).



La investigacidén incluvé las siguientes etapas:
1. Irradiacidén de la semilla de los siete genotipos de trigo; 2. Siembra
de la semilla ¥ cultivo en condiciones de campo; 3. Obtencién de anteras
¥ constatacién del estado uninucleado de las microsporas; 4. Induccién
a la formacién de callo, mediante el cultivo de anteras en medio liquido
¥y nutritivo; 5. Induccién a la regeneracitn de plantas, a través del

cultivo de callos obtenidos en la etapa 4 y 6. Obtencidn de plantulas

regeneradas a partir de callo.

De  los siete genotipos evaluados,"ICTA Chocoyo” - fué el que dié
me jor respuesta en cuanto a formacidén de callo, alcanzando hasta un 5.4
% el tratamiento sin irradiacidn ¥ 2.0 % para la dosis de 5 Kilorads.
Por otro lado las variedades "ICTA Baldn" e "ICTA Zaragoza", no formaron
con la ddsis minima (5 Krads). En general las variedades que

de +5 Krads. fuerom: "ICTA Chocovo",

callo ni
formaron callo con désis mavores
"ICTA Patzin" e "ICTA Xequijel". ‘Lo anterior evidencia un efecto de

radiacidn segun el material genético.

Para la etapa de regeneracion de plantas los me jores resultados se
obtuvieron con leos tratamientos: "ICTA Comalapa” con 10 ¥ 20 Krads de
"ICTA Xequijel" con'5 Krads de irradiacion,
"1CTA Patzin” con 15

irradiacién a la semilla e
obteniéndose 100 % de regeneracidn; el material
Krads reportd 50.00 %: "I1CTA Chocoyo"” con 20 Krads tegenerd en un 66,66
%; "ICTA Patzdn" con 10 ¥ 25 Krads. e "ICTA. Zaragoza".con 0 Krads

regeneraron en un 50 %.

El trabajo se realizd en el periodo de febrero a diciembre de 1992,



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

LLa bisqueda de alternativas para formular esquemas de me joramiento
genético en trigo que permitan poner a disposicién de los agricultores
variedades comerciales en el menor tiempo posible., es una solucién
viable para satisfacer la demanda de semillas me joradas por parte de los

agricultores.

Investigaciones hechas a nivel mundial en general ¥ en Guatemala en
particular, en lo gque se refiere a la aplicacién del cultivo de anteras
en trigo, revelan Jla posibilidad de uso de esta metodologia en los
programas de me joramiento genético de esta especie. con miras a reducir
el tiempo de produccidén v liberacion de variedades comerciales, que para
Guatemala es largo. Para nuestro caso necesitamos identificar
mutaciones en los genotipos a estudiar que tiendan a incrementar la tasa
de formacién de callo v regeneracidén de plantas, por tanto pretendemos
obtener cambios que favorezcan la culturabilidad de los genotipos en
estudio para favorecer nuestro programa de mejoramiento en esta especie.
Sin embarge existe la limitante que por ser el trigo un cultive
introducido, presenta baja variabilidad genética. De la combinacidn del
cultivo de anteras ¥y la .induccidén de mutaciones puede generarse

variabilidad genética de gran utilidad en programas de mejoramiento,

Se sabe gque la aplicacidén de radiacidén en células. tejidos, organos
U organismos, provoca cambios en su desarrollo. ¥ en su respuesta al
mediec. En ese sentido hace falta establecer el efecto mutagénico de las
radiaciones sobre la respuesta de algunos genotipos de trigo, a la
formacidn de callo ¥ regeneracion de plantas con la técnica de cultivo

de anteras.



3. MARCO TEORICO

J.1. Marco Conceptual
3.1.1. Cultivo de Tejidos
3.1.1,A. Historia sobre cultivo de tejidos

A lo largo de la historia se han venido sucediendo eventos que han
permitidﬂ llegar a los avances actuales en el cultivo de tejidos. Asi
por ejemplo Hooke (1665) descubre la célula; Leeuwenhoek (1674) descubre
el microscopio ¥ permite la observacion de la vida microscéopica; Von
Mohl (1835) describe la divisién celular; Schleiden’'y Schwann (1838-39)
formulan la teoria celular; Haberlant (1898) realizd los primeros
cultivos de células (mesdfilo): Kotte (1922) lleva a cabo el cultivo de
Apices de raices; Robbins, el mismo afio, realiza el cultivo de raices;
Went (1926) descubre las auxinas, hormonas éstas de primordial
importancia para el cultivo de tejidos; Kuster (1928) realizd trabajos
con protoplastos obtenidos mecAnicamente; White (1934) logrd crecimiento
activo de raices; Gauntheret , el mismo afio, realizd cultivos a partir de
cambium de plantas leflosas; White (1937) descubrid la importancia de la
vitamina B para el desarrollo de raices; Van Overbeek (1942) logrd el
rescale de embriones de cruces interespecificos; Steward (1952)
incorpord agua de coco al medio de cultivo; Muir (1953) realizéd el
cultivo de suspenciones celulares ¥y el aislamiento de células
individuales; Tulecke ,ese mismo afio, utilizd anteras para el cultivo de
polen; Skoog (1953-55) descubre las kinetinds;: Skoog v Miller (1957)
obtienen regeneracién de plantas a partir de callos; Murashige ¥ Skoog
(1962) establecen el medio de cultivo a partir del cultivo de tabaco:
Morel (1964) logra la eliminacidén de virus. mediante el cultivo de
meristemos: Guha y Maheshwary (1964) obtienen plantas haploides a partir

de anteras.(22)



3.1.2. Cultivo de anteras

1948 La Rué fué capaz de cultivar granos de polen de Zamia floridana.
Sin embargo antes de 1964 no se obtuvo sino tinicamente formacién de
callo a partir de masas de granos de polen. En ese afio Guha v Maheshwari
reportaron que el cultivo de anteras de Datura innonia originaba callo

¥ posteriormente un gran nimero de embriones haploides (17).

El fin pfimﬂrdial de cultivar anteras ¥ polen es llegar a obtener
plantas haploides, mediante la induccidn de embriogénesis a partir de
microsporas o de granos de polen inmaduros {(17). Al contar con plantas
haploides, éstas pueden emplearse en programas de fitomejoramiento (7),
o bien para desarrollar lineas homocigétas para la produccidn de
hibridos en especies incompatibles entre si (18). Para lograr lo
anterior es requisito indispensable obtener microsporas en estado

uninucleado (17).
3.1.2.A. Induccidén de embriogénesis en cultivo de anteras

Para la induccion de embriogénesis pueden emplearse dos

metodologias a saber:

a) Cultivar directamente las anteras aisladas en un medio

con agar o en un medio liquido.

b) Extravendo el polen de la antera, en forma mecdnica o

natural ¥ cultividndolo en un medio liquido.

Reinert ¥ Bajaj. citados por Hurtado {17}, indican gue si las
condiciones son ideales, las pldntulas haploides emerpen de las anteras
cultivadas entre las tres ¥ ocho semanas después. 5in embargo, Ila
obtencidén de plantas haploides puede lograrse de callos generados a

partir de anteras (4).



5e¢e ha demostrado que un tratamiento de frio a las anteras con
temperaturas de 1 a 5 pgrados centigrados por 4 dias antes de la
inoculacién, induce un incremento de la embriogénesis en las microsporas
(20). Otros tipos de tratamientos incluyen el labado con agua de las
inflorescencias por algunos dias y la centrifugacién de las anteras a
una temperatura de 3 a 5 gradozs centigrados durante 30 minutos

aproximadamente (17).

3J.1.3. Variabilidad genética en los sistemas in vitro

El ambiente antmalo gue se da al explante en el cultivo in vitro,
provoca variabilidad genética (mutaciones) sin gque se necesite la
aplicacidén de mutdgenos quimicos o fisicos. Se producen cambios en el
nimero cromosomico (poliploidia ¥ aneuploidia), rompimiento de los
cromosomas ¥ fragmentacién nuclear, mutaciones de punto y cambios

epigenéticos. A este tipo de mutaciones se le denomina "variacion

somaclonal".

Existe también la |llamada "variacidén gametoclonal"., que se entiende
como aquella variabilidad genética que se observa en plantas derivadas
del cultivo in vitroutilizando células gaméticas como explante (células
microsporas, con nimero haploide de cromosomas) este tipo de variacidn
se presenta en el cultivo de anteras y pueden identificarse variantes
itiles que podrian incorporarse a un programa de mejoramiento

tradicional (VAsquez, F.J. et al. 1991)

Algunos de los faclores gue influyven para.gue se den estos tipos de

variacion son:

a) Caracteristicas intrinsecas de los materiales

vegetales.

b) Uso de explantes no orgaizados como callos o células

en suspension.



¢} Stress por cambios en la temperatura v régimen de luz
o por periodos muy largos de permanencia de los
explantes en un medio de cultivo sin transferirse.

d) Tipo ¥ combinacién hormonal que se use (19).

En el caso de formacién de callo a partir de microsporas v también
durante la induccidén a Ja regeneracidén de plantas, se dan condiciones
para gque ocurran alteraciones en el nimero cromosdmico (ploidias)., ésto
obliga a que se haga un andlisis citoldgico para determinar que las
pldntulas obtenidas son realmente haploides. Se pueden originar plantas
diploides heterocigioticas a partir de tejido de antera o a partir del

desarrollo de las células madre de la microspora (17).

J.1.4. Aplicacién de la mutagénesis en el mejoramiento de

plantas, mediante técnicas in vitro

Las mutaciones inducidas han constituido una valiosa herramienta
para los fitomejoradores. Al ampliarse la variabilidad genética de los
cultivos, ha aumentado la posibilidad de realizar seleccién con mayor

eficiencia en la solucién de problemas que presentan los mismos (19).

La posibilidad de utilizar caracteres genéticos producidos por
mutaciones inducidas, estd basado en la reproduccidn del material
producido, .La base se encuentra en Jla posibilidad de utilizar la
oportunidad de duplicacidn del ADN (Acido Desoxirribonucleico) para

inducir mutaciones ¥y luego reproducirlas. Por lo anterior los mecanismos

utilizados por las plantas para su reproduccidén (totipotencia) pueden
ser utilizados para producir células, tejidos u érganos mutados ¥ con
ello nuevos organismos.. Por otro lado, el cultivo in vitro ofrece la

posibilidad de seleccidn a niveles iniciales de diferenciacién de

tejidos tratados con mutdagenos (25).

La viabilidad del uso de la mutagénesis en la fitotécnia para la
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me jora de cultivares de arroz, trigo v centeno va ha quedado demostrada
en diversos pajices, entre ellos China, Checoslovaquia. India, Indonesia,
Italia, Japén v los Estados Unidos de América. Ya se han conseguido

unos 240 cultivares de cereales v se han distribuido a los cultivadores

entre 1976 ¥ 1988. (25)
3.1.5. Induccitn de mutaciones en anteras

La induccidén de mutaciones, puede combinarse con el cultivo de
anteras con fines de mejoramiento genético. EIl proceso tiene dos vias:
una consiste en tratar la semilla con agentes mutdgenos fisicos o
gquimicos, cultivar la semilla para obtener anteras de las plantas
originadas ¥y las anteras obtenidas se someten al cultivo in vitro. La
otra via consiste en tratar in vitro, los callos provenientes del
cultivo de anteras obtenidas e plantas cuya semilla no ha sido
irradiada. En la primera via debe cosecharse el explante {(antera),
cuando ésta presenta microsporas uninucleadas en el proceso de formacidn

del gameto masculino (19).

Las anteras con microsporas uninucleadas son extraidas v cultivadas
mediante las técnicas usuales hasta la obtencidén e pldntulas haploides,
para posteriormente inducirles la duplicacién cromosémica y asi obtener
plantas doble haploides (4, 17, 19). De esta forma se pueden obtener
mutantes homocigéticos que pueden ser incluidos en un programa de
me joramiento. No solamente el tiempo requerido es corto sino, que
también las posibilidades de realizar seleccidn van mas alla de las que

se obtienen cuando se seleccionan plantas completas (19).

La produccion de doble haploides es una técnica bien establecida
para un numero considerable de especies agronOmicamente importantes

tales como, arroz, trigo, cebada, papa y tabaco. (25)

lLa progenie de una planta Doble haploide serd genéticamente

uniforme; de haber variaciones, serén producidas por aberraciones
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cromosdémicas, tales como: monosémicos, trisdmicos o delecciones. Estas
aberraciones dardn una parcial esterilidad., lo que las evidencia (26).
Las aberraciones de caracteres en plantas doble haploides, es el tipo
mds comunmente observado. Esto ocurrirda si las plantas obtenidas de
anteras fueron genotipos Fl. Las fuentes de variacién de un genotipo,

pueden deberse a:

Heterocigésis Residual: se dard dependiendo del método de seleccidn

utilizado ¥ principalmente para caracteres cuantitativos. Programas
donde se hace seleccidén temprana (F2, F3 v F4), tienen gran potencial de
heterocigtsis residual. Este tipo de variacién puede ser fijado en las
plantas homocigdéticas Doble haploides. La heterocigdésis en plantas
Doble haploides de cruzamientos Fl1 podria esperarse si las plantas
difieren en un nimero grande de caracteres. Para observar esta
variabilidad se necesita un nimero grande de plantas Fl1. (26)

futacién Cromosémica: si no hay presencia de heterocigdsis. pero aiun se
presenta variacién gametoclonal, una posible causa puede ser la mutacion

=

cromosdmica. La mutacién cromosomica podria envolver una porcion
relativamente grande del ADN, gue posiblemente afecta a muchos genes.

Las mutaciones cromosomicas que pueden ocurrir, incluyven, inversiones ¥

transmutaciones. Si existe una pérdida o reestructuracién de una
seccion de un cromosoma, la expresidon de muchos genes puede ser
afectada. Algunos genes pueden ser expulsados por la seccién de un

gene, remocion de su promotor o por cambios en sus genes reguladores.
Los genes pueden también ser activados por remocidn de regiones del ADN
regulador, o bien nuevamente afectandeo un gen regulador. Dependiendo de
la importancia del o de los genes, el efecto puede ser grande o pequefio,

pero generalmente serd negativo para el comportamiento de ]la planta.

{26)

Mutacidén Génica: estos cambios menores (a nivel de uno o pocos genes)

pueden no ser detectados en la meiosis. La causa de este tipo de

mutacidén podria deverse a quimicos o a condiciones artificiales durante
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el cultivo de tejidos, errores en la replicacién v/o reparacién del ADN
durante la fase de callo del desarrollo del embrioide podria ser otra
causa. S5i el o los cambjos se dan en un gen dominante, éstos serédn

evidentes en la planta doble haploide. (26)
J.1.6. Regeneracidn de plantulas

Son cuatro las Areas a superar para obtener plantas haploides a

partir del cultivo de anteras, son éstas:

a) Induccién a la formacién de callo
b) Regeneracion de pldntulas a partir del callo
c) Obtencidén de plantas verdes

d) Duplicacién de el complemento cromosomico para obtener

plantas doble haploides fértiles. (26)

La regeneracion de plantas haploides a partir de callos de anteras
depende del genotipo ¥ del ambiente. Antes de iniciar un programa de
cultivo de anteras, debe asegurarse que los genotipos responden al
cultivo in vitro. Genotipos gque producen buen callo podrian no producir
pldntulas al [inal del proceso, =si los dos caracteres aparecen bajo
diferente control genético. También el tipo de callo producido influira
en la frecuencia de regeneracidn. El calla embriogénico es liso, de
estructuras celulares organizadas y densamente empaquetadas, puede ser
oblongo o esférico dependiendo del estado de desarrollo del callo. Asi
el callo no embriogénico es de contorno rugoso v una estructura celular

desorganizada. (26)

Se ha detenerminado que el medio de regeneracién utilizado debe

tener bajo contenido de hormonas o no tenerlas (solo medio basal) v ser
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siempre sélido para obtener buena respuesta. (17.26)

El callo deberd ser transferido inmediatamente despues gque se ha
desarrol lado en el medio de induccidn, principalmente s1 el medio de
induccidén es liquido; aunque también se aplica para medio s6lido, debido
a4 gque si éste pasa mucho tiempo sin transferirse pierde su capacidad

para regenerar plantulas. (26)

Los callos puestos en medio de regeneracidén desarrollan brotes v
raices entre las 2 a 5 semanas, despues de ese tiempo se descarta la
respuesta. Es recomendable transferir las plantulas a medioc MS
(Murashige y Skoog) sin hormonas para que sigan creciendo. Después de
dos a cuatro semanas las plédntulas podrdn llevarse al campo o
invernadero. A |las mismas se  les debe cultivar en condiciones estériles
vy de mucha humedad. Es recomendable eliminar parte del follaje o cubrir
la parte superior de la maceta hasta gque las plantas se adapten. Debe
eliminarse todo el medio de las rafces para evitara contaminacién por

hongos. (26)

4 continuvacidén se presenta un diagrama de los pasos v tiempo
requeride para obtener plantas haploides a partir del cultive de

anteras.
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Semanas

acumuladas

Siembra de anteras en cajas de petri

4 semanas 4
Formacidén de callo
Transferencia del callo

2-4 semanas 6-8

W

Formacion de brotes y raices

2-4 semanas g8-12

N

Transferencia de plédntulas haploides a tubos de ensayo

J-4 semanas 11-16

Transferencia de pldntulas haploides al suelo

2 semanas 13-18
: . N/ ;
Duplicacidén de cromosomas en plantas haploides
2-4 semanas 15-22

. W,
Transferencia al invernadero o al campo

Figura 1. Diagrama indicando el tiempp requerido para
. producir plantas haploides derivadas del cultivo

de anteras (Zemetra 1990).

3.1.7. Albinismo en cultivo de anteras

La aparicion de plantas albinas, es una limitante en general en
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cultive de anteras. La causa parece ser tanto genética como ambiental,
aunque se desconoce exactamente la causa genética del albinismos, sin
embargo parece deberse a un cambio en la secuencia del ADN (Acido
Desoxirribonucleico) en los cloroplastos. La disfuncién . de un
cloroplasto en el trigo, resulta en una planta albina. Esta causa en el
ADN del cloroplasto podria estar bajo control genético nuclear, va que

se ha observado alguna variacién genotipica en la frecuencia del

albinismo. (26)

La-mejor hipdotesis gque explica la razdén de la modificacidn del ADN
del cloroplasto, es que la degradacidén del ADN del plastidio se inicia
en la microspora reduciendo los protoplastidios en la microspora y la

androtransferencia de protoplastos (herencia materna). (26)

3.1.8. Duplicacidén de cromosomas

El fin dltimo del cultive de anteras, es recuperar plantas fértiles
¥ ¢ésto se logra duplicando el genomio de las plantas haploides
regeneradas yva que éstas son estériles. La duplicacién puede ocurrir
naturalmente a una tasa del 30 a 40 % de las plantulas haploides.
Algunas veces puede ocurrir una no disyuncidén en los cromosomas durante

la duplicacidén, resultando aneuploides. (26)

Artificialmente puede duplicarse los cromosomas, utilizande una
solucién de 0.1 a 0.2 % de Colchisina-2 % DMSO (Dimetyl Sulfoxido).
Para un mejor resultado de la colchisina, las plantas no deberdn tener
las hojas recortadas sino hasta despues del tratamiento. Una vez que
las plantas han desarrollado 3-5 macollos se retiran del suelo y se
recortan sus raices. Las raices y la corona, luego se ponen en la
solucidén del colchicina-DMSO por 4-6 horas. Despues del tratamiento se
enjuagan con agua por 6-8 horas para eliminar los residuos de colchicina
v rehidrolizar las raices ya que el DMSO puede causar la deshidratacidn
de las células.  Se.recortan los brotes del cultivo y se replanta (en la
maceta) la corona. El éxito de la duplicacidén no se verd hasta la
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formacidén de semilla en la postantésis o cuando se analiza
citogenéticamente la primera espiga para determinar alguna anormalidad

en la meiosis, tales como: fragmentos, univalentes, etc. (26)

3.1.9. Tipo de callo ¥y respuesta a la regeneracisdn de

pldntulas de trigo.

La regeneracion de pléadntulas a partir de callos provenientes de
anteras- de trigo, ha sido un problema dificil de vencer. La
identificacién de callos embriogénicos antes de inducir regeneracién

puede incrementar la eficiencia en la produccién de pldntulas (3).

Cuatro tipos de callos han sido identificados en trigo, basandose

en la apariencia, después de cuatro semanas de cultivo.

Tipo I: color blanco, liso, con simetria bipolar. Se ha

logrado 14 % de regeneracidn.

Tipo II: blanco o blanco quemado, redonde y de forma
irregular. Se ha logrado un 8.8 % de regeneracidén.

Tipo IIl:blanco, liso ¥ redondo. Porcentaje de regeneracién

del 5.3 %.

Tipo IV: una masa de células sueltas & hialinas. 0 % de

Tegeneracidn. .

3.2. Marco Referencial:

3.2.1. Estudios efectuados scbre cultivo de anteras en trigo

en otros paises.
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Andersen, et al. (1987), trabajando con 215 cultivares de trigo de
invierno y utilizando el medio de cultivo Papa 11, para la induccién de
callo en anteras, manteniendolas a 33°C durante los primeros tres dias
v 26°C el resto del perfodo con 15 mel de radiacidén, obtuvieron 1.3

plantas por cada 100 anteras cultivadas (2).

Ouyang y compafieros (1984), evaluaron la respuesta del cultivo de
anteras de trigo, utilizando los medios Papa II y Papa IV, con cinco
variedades, tres hibridos FI v dos lineas derivadas del cultivo de
anteras- ¥y cuatro hibridos de trigo de invierno. Determinaron que el
rango de temperatura para la induccidén de callo varia segin el genotipo
entre 26 = 30 *C—(21}):

C.C. Chu y R.D. Hill (1988), evaluaron medios me jorados por métodos
de esterilizacidn, el medio evaluado fué el N, complementado con 2 mg/L
de 2,4-D ¥ 1 mg/L de ANA, mas 9 % de sucrosa. Se determind que la
respuesta de las anteras, en cuanto a formacion de callo, es mejor
cuando se usa medio esterilizado por filtracidén, seguido por el medio
liguido esterilizado en autoclave ¥ por dltimoe la respuesta mas baja se

obtuvo con medio de induccidén sdlido (5).

3.2.2. Estudios realizados en Guatemala con cultivo de anteras

de trign.

Alvarez Valenzuela (1992), evaluando la respuesta a la induccidn de
callo v regeneracidon de plantas en cinco genotipos de trigeo (Triticum
aestivum L.) a través del cultivo de anteras ¥y utilizando los medios de

cultivo N v Papa I1, obtuvo los resultados gue se muestran en el cuadro

siguiente.,



16

Cuadro 1. Efecto de dos medios basales y cinco combinaciones
hormonales sobre la induccidén de callo de la
variedad ICTA Comalapa (Alvarez Valenzuela 1992).

Medio Basal Combinacidn Formacidén de callo
Hormonal (%) #*
2,4-D (mg/L) ANA

N -1 0.0 0.0 0.00

N, = 2 2.0 0.0 0.33

Ne - 3 0.0 2.0 1.00

N, - 4° 2.0 0.5 .33

Me = 3 0.0 2.0 3.66

Papa 1] = 1 0.0 0.0 0.33

Papa II - 2 2.0 0.0 .33

Papa II - 3 0.0 2.0 2133

Papa 11 - 4 2.0 0.5 0.66

Papa II - 5 0.3 240 1.00

* % Formacidn No. de anteras que formaron callo
de callo = X100

Total de anteras sembradas

Es importante sefialar que de los cinco genotipos evaluados,
tinicamente la variedad ICTA Comalapa didé respuesta a la induccidn de
callo. Las otras variedades evaluadas ¥y que no respondieron
positivamente fueron: ICTA Sara, ICTA Zaragoza, Narifio 59 y la Linea

Moris Imuri. (1)

Los resultados que se obtuvieron en este trabajo, en cuanto a

regeneracidn de pléntulas, fueron los siguientes:
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Cuadro 2. Regeneracidn de plantas usando callos provenientes
de anteras para la variedad ICTA Comalapa.(Alvarez

Valenzuela 1992)

Medio de Medio de Plantas Plantas Plantas
origen regenera- Totales Regenerada Regenerada
cidn regene- verdes albinas
radas.(%)* (%) (%)
NE - 5 MS basal 170 76.47 23,53
Papa II-3 MS+(1 mg/L 60 66.66 33.33
BA+0.5
mg/L ALA)
* No. de plantas regeneradas
Plantas Tot. Reg. % = X 100

No. total de callos sembrados

Vale la pena indicar gque en el cuadro anterior se obtuvieron % de
del 100 %, debido a gque algunos

callos regeneraron mds de una planta completa.

de regeneracién de plantas mayores

Por su parte Calderén Diaz (4), evaluando la respuesta de cinco

variedades de trigo (Triticum aestivum L.) a la induccidén de callo ¥

regeneracién de plantas en diferentes medios de cultivo a partir del

cultivo de anteras, obtuvo los resultados gue se resumen en el cuadro 3

¥ gue incluye idnicamente aquellos tratamientos que presentaron

respuesta.

Es importante indicar gue los mejores resultados se obtuvieron con

la variedad de trigo Chocoyo, cuande se usd medio basal Papa 11

suplementado con 0.5 mg/L de 2,4-D + 2.0 mg/L de ANA, se obtuvo 24.3 %
de formacién de callo y cuando se usdé el medio basal Ng
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suplementado con 2.0 mg/L de 2,4-D + 0.5 mg/L de ANA, el porcentaje de
callo fué del 23.3 %.

Cuadro 3. Resumen de los resultados obtenidos en las variedades de
trigo Patzidn, Chocoyo y Xequijel en los
medios de induccién de callo ¥y de regeneracidn de

plantas. (Calderdén Diaz 1990)

Medio de induccién de callo Produccidn
Medio basal Reguladores del crecimiento de callo
Variedad 2,4-D ANA (%)
(mg/L)
Patzin N6 0.0 0 3.0
N6 2.0 0.0 2.3
Papa 11 0.3 0 120
Chocoyo Papa 11 0.5 2.0 24.3
N6 2.0 .3 234
Papa 11 2.0 0.0 16.0
Papa 11 2.0 0.5 16.0
Papa I1 0.0 2.0 11.0
N6 0.0 2.0 B.3
N6 0.0 0.0 0.3
Xequijel Ne 0.0 2.0 1e3
NG 2.0 0.0 1.0
Papa 11 0.5 2.0 1.0
Papa I1 2.0 0.0 0.3
N6 0.5 2.0 0.0
Medio de regegeracién
Variedad Medio Basal Reguladores del Regeneracidn de
crecimiento plantas
ATA BA Verdes Albinas
(mg/L) (%)
Patzin MS 0.0 0.0 61.53 38.47
M3 1.0 0.5 66.66 33.34
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Franco Rivera, (1990}, trabajande con cultivo de anteras de

trigo con las variedades Patzin, Comalapa ¥ Chocovo, con la finalidad de
evaluar los factores que afectan la induccién de callo ¥y la regenercidén
de plantas, usd los medios basales N, y Papa IV, con diferentes
combinaciones de los reguladores del crecimiento: 2,4-D, ANA ¥y Kinetina;
concentraciones de gzﬁcar de 3, 6 ¥ 9 %; pre-tratamiento de frio a las
espigas de 0, 2, 4, 6, 8 v 10 dias a 6°C; pH del medio de 5.7 v
esterilizado a 121°C, a 15 libras por pulgada cuadrada por 15 minutos.
(9) Se determin6é también el estado uninucleado de las microsporas.

Los me jores resultados de este trabajo, para cada variedad fueron

los siguientes:

Variedad de trigo ICTA Patzin: 1.9 % de formacién de callo, cuando se
uso el medio basal Ng » suplementado con 2.0 mg/L de ANA o 2 mg/L de 2,4-

D. En otra prueba con esta misma variedad, se obtuvo hasta un 7.1 % de
formaciton decallo con el medic basal Fapa IV + 2.0 mg/L de ANA + 9 % de
sucrosa v 7.6 % de formacidén de callo cuando se usd el mismo medio basal
¥ la misma concentracidén de azicar al medio, suplementado con 1.5 mg/L
de ANA + 0.5 mg/L de Kenetina, Los resultados de regeneracioén de plantas
en estas dos dltimas pruebas fueron de 36.7 ¥ 31.3 %, respectivamente

(Franco Rivera 1,990).

Variedad de trigo ICTA Comalapa: para esta variedad se obtuvo un 4.5 %
de formacidén de callo cuando se usd el medio basal Papa 1V suplementado
con 1.5 mg/L de ANA + 0.5 mg/L de Kinetina ¥y 2.6 % de formacién de callo
cuando se usd el medio basal P suplementado con 2.0 mg/L de ANA

(Franco Rivera 1,990).

Variedad de trigo ICTA Chocovo: la mavor respuesta correspondid a 3.3 %
de formacién de callo con el medio basal N;, suplementado con 2.0 mg/L

de 2,4-D v de 6.9 % de formacidén de callo, cuando se usé el medio basal
N s suplementado con 9 % de sucrosa + 1.5 de ANA + 0.5 de Kinetina

(Franco Rivera 1,990).
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Evaluar la respuesta de siete genotipos de trigo (Triticum aestivum

L.), a la formacidén de callo ¥y a la regeneracién de plantas, mediante la

técnica de cultivo de anteras utilizando plant&s' provenientes de

semillas irradiadas con rayos gamma.

4.2. Especificos

Evaluar el efecto de la irradiacién con rayos gamma, aplicaﬂns a la

semilla, sobre la formacidn de callo v regeneracién de plantas.

5. HIPOTESIS

5.1. La respuesta a la formacién de callo y regeneracién de
plantas de las variedades de trigo a evaluar se ven afectados

por las doésis de irradiacién con rayos gamma.

6. METODOLOGIA -

6.1. Material Experimental

6.1.1. Variedades de trigo
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En el cuadro siguiente se resumen las principales caracteristicas
de las variedades de trigo utilizadas en este trabajo de investigacidn.

Cuadro 4. Principales caracteristicas de las variedades de
trigo evaluadas.

Variedad msan Rango Altura Dias Peso es- | Repdi- Tipo de Color
recomen | de de madures | pecifico | miento. gram del
dados tempera | planta fisio- (Kg/fec- | (Ton/Ha) grang
para su | tura (em) logica. | tolitro.
cultivo | ("C)

ICTA Baldn ' 1,500 - f.11] 120 11.88 L fuave Rojo
1,380
ICTA Chocoyo | 1,525 - 18 - 26 a5-105 135-145 16.40 ).5-4.)
1,980
ICTA 1§ 123 13.00 Y
Comalapa 1.15
ICTA Patzin 1,518 - 18 - M4 §35-93 120-1125 14.00 3.5-4.5
1,980
[CTA Santa 100-106 112 16.00 1.5 fugve Blanco
hna
ICTA 2,150 19 - 13 [oe-110 123-129 17.50 1.5-4.3
Yequijel
ICTA 85 115 111 Suave rojo
laragoza

6.2. Area Experimental:

G.201.

La

Tejidos Vegetales,
Facultad de Agronomia,

Segin De La Cruz S5.,J.R.

Localizacidn

(6),

investigacidén se desarrolldé en el
invernadero ¥ el Centro Experimental-Docente de

Universidad de San Carlos de Guatemala.

Laboratorio de Cultivo

basado en el sistema de

de
la
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clasificacién de zonas de vida de Guatemala del Dr. L.R. Holdridge. el
Centro Experimental-Decente de Agronomia se ubica dentro de la zona de
vida Bosque Montano bajo Subtropical. Los suelos segin Simmons (23),
pertenecen a la serie Guatemala, caracterizados por ser de textura ¥
consistencia franco arcillosa friable, formados de cenizas volcdnicas.
El Centro se localiza en la parte Sur de la Ciudad Universitaria,
14°34'51"" LN y 90°33°16'" LO ¥y una elevacion de 1,476 msnm (4). Cuenta
con una precipitacién media anual de 1,247 mm y una temperatura media

anval de 18 grados centigrados (16).

El invernadero utilizado tiene techo de vidrio de dos aguas ¥
armazon de aluminio. Cuenta con bancos de propagacidén fijos ¥ un sistema

de microaspersidn, ¥ ventiladoeres laterales mecdnicos.

El Laboratorio de Cultivo de Tejidos cuenta con un Adrea de uso
comin, un cuarto de transferencia o siembra equipado conm una céamara
doble de flujo laminar de aire, un cuarto de preparacidn de medios con
eguipo, cristalerfm ¥ reactivos, wun cuarto de crecimiento con
estanterias metdlicas y dos incubadoras con control de luz =%

temperatura. Ademds un sistema de aire acondicionado.
El trabajo incluiyd las siguientes etapas:
6.3. Irradiacidén de la semilla

6.3.1. D6sis de irradiacidn

Se irradid semilla de las 7 variedades de tripo estudiadas, con
dosis de 5, 10, 15, 20, ¥ 25 Krads y un control (0 Krads}). usando una
fuente de rayos gamma (Cobalto 60). La irradiacién se llevdé a cabo en

la Direccidén General de Energia Nuclear del Ministerio de Energia ¥

Minas.

6.3.2., Siembra de semillas irradiadas



23

Esta etapa se desarrolld en el d4rea del Centro Experimental Docente
de la Facultad de Agronomia. Se sembrd una parcela por variedad, cada
parcela consistié de 6 surcos y cada surco fué una désis de irradiacién.
Se hicieron dos siembras, la segunda se sembré 8 dias después de la
primera para disponer de material vegetal (anteras) por lo menos durante

2 semanas.
6.4. Cultivo de anteras

6.4.1. 'Determinacién del estado uninucleado en las

microsporas de las anteras.

La metodclogia usada en este casco fué la empleada por Calderén

Dias,J.H. (4), ¥ que se describe a continuacidn:

a) Fijacidén: Las espigas conteniendo anteras se fijaron
en una solucidén compuesta por tres partes de etanol al 95
% {(alcohol etilico), una parte de dcido acético glacial ¥
0.1 % de Cloruro férrico,
Luego se calentd la espiga en esta solucidn
a 70 grados centigrados por 45 minutos,
cuando el material se requirié de inmediato,
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 tincidn.

b) Tincién: las anteras fueron maceradas y tefiidas con
una solucidén al 0.5 % de Acetocarmin. Una vez tefiidas
las anteras, se procedidé a observar los estados de

desarrollo de las microsporas bajo el microscépio.

PROPIEDAR DF ,{A UKIVERSIDAD DF San CARLOS DE GUATEMALA
Biblioteca Central
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6.4.2, Preparacidon del medio de cultivo para induccidn de

callo.

Habiendo determinado el momento en gue las microsporas estaban en
estado uninucleado, se procedid a la preparacidén de los medios de
cultivo, mismos que va han sido establecidos para algunas variedades por
Calderén Dias (4), Alvarez Valenzuela (1) ¥ Franco Rivera (9) en
trabajos desarrollados en el Laboratorio de Cultivo de tejidos de la
Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala y gue

se detallan en el cuadro No.S5

Cuadro No.5. Medio de cultivo y combinacidén hormonal usados en

la etapa de induccidn de callo para las 7

variedades estudiadas.

VARIEDAD MEDIO BASAL COMBINACION HORMONAL
Balén NG ANA%® 2 mg/L
Chocoyvo N6 ANA 2 mg/L
Comalapa N6 ANA 1.5 mg/L + Kinetina 0.5 mg/L
Patzin N& ANA 2 mg/L
Santa Ana NG ANA - 2 ﬁgfL
Xequijel N6 ANA 2 me/L
Zaragosa N6 ANA 2 mg/L

Se usd 6 % de sucrosa v 0.6 % de agar.

6.4.3. Extraccidn ¥ siembra de anteras

Las anteras con microsporas en estado uninucleado se recolectaron
en las parcelas de campo durante las primeras horas de la mafiana ¥y se
prepararon en el laboratoric para un tratamiento de frio durante 5 dias

a 6 grados centigrados. Luego del quinto dia se sacaron del tratamiento
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de frio y se desinfectaron con Hipoclorito de sodio al 0.5 % durante 15
minutos, para posteriormente darles tres lavados con agua destilada v
estéril para eliminar el exceso de hipoclorito, dentro de la cédmara de
flujo laminar de aire. Una vez lavadas y desinfectadas las espigas, se
procedid a extraer las anteras de cada espiga (un promedio de 50 anteras
por espiga) mismas que se inocularon en frascos conteniende 20 ml de
medio nutritivo liquido y cuya composicidén se indica en el cuadro No.S5.

v apéndice 1.

Los frascos sellados e identificados se colocaron en una incubadora
bajo oscuridad total a 27 grados centigrados mas menos 2 grados
centigrados, durante 35 dias, despues de los cuales se hizo la primera
lectura de % de formacidn de callo, el cual se obtuvo segin la relacidn

siguiente:

No. de anteras que originaron callo

% de formacidn : ) £ X 100
de callo No. total de anteras sembradas

6.4.4. Regeneracidén de plantas
6.4.4.A. Medio de cultivo para regeneracidn

Los tratamientos que después de 35 dias de realizada la siembra in
vitro dieron lugar a la induccidén de callo, pasaron a la segunda etapa
gque consistid en la regeneracion de plantulas haploides, por lo gue se
usd el medio de cultivo basal de Murashige y Skoog (MS) =sin hormonas

(apéndice 2), para todas las variedades de trigo.
6.4.4.B. Transferencia de los callos a medio de regeneracidn

Esta operacién se realizé dentro de la cdmara de flujo laminar de

aire v los frascos conteniendo medio de regeneracién ¥y callos fueron
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la cédmara de crecimiento bajo las siguientes condiciones:
Luego de 45 dias se
plantas

colocados en
27 mas menocs 2 grados centigrados vy luz continua.

considerando el nuimero de

desarrolldé la segunda lectura,

regeneradas.

6.5. Disefio Experimental

6.5.1. Induccidén de callo

Para evaluar los tratamientos en la etapa de induccién de callo de
trigo ICTA Balén, ICTA cChocoyo, ICTA Patzin, ICTA
ICTA Zaragosa, utilizé disefio

azar con arreglo bifactorial

las variedades de

ICTA Xequijel e un

se

Santa Ana,

¥y un diseifio
ICTA

experimental completamente al
variedad

experimental completamente al azar simple para la
Comalapa, por usarse medio de cultivo diferente para ésta.
diez repeticiones por tratamiento, la wunidad

Se wutilizaron
la constituyd un frasco de vidrio de 120 ml de capacidad,
cultivandose en

experimental
le agregd 20 ml del medio de cultivo liguido,

El nimero de tratamientos para las 6 variedades de trigo
la variedad ICTA Comalapa fué de 6.

al cual se
él 50 anteras.
fué de 36, mientras gque para

El siguiente cuadro resume los diferentes tratamientos evaluados.

Distribucion de los tratamientos para las 7

Cuadro 6.
variedades de trigo.

Modal idad 1 2 3 4 5 6 7

Factores

Variedades ICTA ICTA ICTA ICTA ICTA ICTA ICTA

de trigo Balan | Cho- Coma- | Pat- Sta. Xegqui- | Zara-
covo lapa ziun Ana jel gozZa

'Désis de 0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

irradia- Krads | Krads | Krads | Krads | Krads | Krads

cidn.
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El modelo, estadistico, msado.,, para. el desefic experimental
completamente al azar en la fase de induccidén de callo para la variedad

de trigo Comalapa fué:

Yij = M + Ti + Eij

Donde:
¥ij = Variable respuesta
M = Efecto de la media general
. Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento
Eij = Efecto del error experimental.

El mode lo estadistico usado para el disefio experimental
completamente al azar bifactorial en la fase de induccidén de callo para
las variedades de trigo "ICTA Balén", "ICTA Chocoyo", "ICTA Patzin",
"ICTA Santa Ana", "ICTA Xequijel" e "ICTA Zaragosa", fué:

¥ijgk = M+ £ L F& ij + Eijk

Donde

Yijk Variable de respuesta

M
eti = Efecto de la i-ésima modalidad del factor

1]

Efecto de la media general

Variedades de trigo.

¥'j = Efecto de la j-ésima modalidad del factor
désis de irradiacidn.
oeWij = Efecto de la interaccidn de los factores
Variedades por désis de irradiacidén.
Eijk = Efecto del error experimental.

6.5.2. Disefio Experimental para regeneracidén de plantas

Inicialmente se habia planteado un disefio de blogques al completo
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azar para la fase de regeneracién de plantas, tanto para la variedad
comalapa como para las otras seis variedades juntas; sin embargo no se
obtuve suficiente cantidad de callos para plantear el diseifio

experimental, por lo que se decidié trabajar con porcentajes inicamente.

6.6. Andlisis de la informacidn

Los valores obtenidos en la induccién de callo de las variedades en
los dos ensayos, fueron sometidos a un andlisis de Varianza (ANDEVA).
Como se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos, en

ambos disefios experimentales, se practicé una prueba de medias Tukey

para cada uno.
6.6.1. Variables evaluadas en formacidén de callos

En la fase de induccién de callo se determind el numero de anteras

que formaron callo, 35 dias después de la inoculaciodn de las mismas,

asf:

No. de anteras gue formaron callo

% de formacifin = ——=r—-scesmemcmeone e s b e s e =
de callos No. total de anteras sembradas

6.6.2. Variables evaluadas en Regeneracitn de plantas

Seis semanas después de transferidos los callos se determino el

nimero de plantas regeneradas, asi:

No. de plantas regeneradas a

partir de callos

% de plantas regenergdas = =-—=Siilllotoie ol o
Total de callos inoculados
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Induccién a la formacidén de callo

7.1.1. Variedades ICTA Balén, ICTA Chocoyo, ICTA Patzidin, ICTA
Santa Ana, ICTA Xequijel e ICTA Zaragosa.

Como se plantedé en la metodologia, el andlisis estadistico se hizo
por separado para la variedad ICTA Comalapa ¥ para las 6 variedades
restantes. Esto obedece a que para ICTA Comalapa se usd una combinacidn
hormonal distinta a las demds variedades, debido a que es a esa
combinacién a la que mejor ha respondido en trabajos anteriores para

induccidn de callos (cuadro 5).

Todas las variedades de trigo respondieron a la induccidn de callo,
aunque en las variedades ICTA Balédn e ICTA Zaragosa, los resultados
fueron muy bajos. Alvarez WValenzuela (1), no obtuvo respuesta a la

formacidén de callo, de estos materiales, en su trabajo de investigacidn.

Un detalle gue vale la pena resaltar es la disminucién del
porcentaje de formacidén de callo a partir del tratamiento con 5 Kilorads
en casi todas las variedades, en comparacidn con el tratamiento control
(0 Krad); lo anteriormente expuesto nos puede indicar que el efecto de

la radiacidén tiende a disminuir el % de formacién de callos.



33

Cuadro 8. Resultados del ANDEVA practicado al % de formacidn
de callos, para las variedades de trigo ICTA Balén,
ICTA Chocovo, ICTA Patzidn, ICTA Santa Ana, ICTA
Xequijel e ICTA Zaragosa, seglin ddsis de

irradiacién.

F.V. & L C.M. %
Rep. 9 13.5747491 | 1,50830546 | 11.78 | 0.0001
Var. 5 5.9820606 | 1.19641214 9.35% | 0.0001
Désis. 5 7.2607257 | 1.45214515 | 11.34% | 0.0001
Var*Dési 25 6.9705857 | 0.27882343 2.18¢ | 0.0012
Error 315 | 40.3257824 | 0.12801836
Total 359 | 74.1139037

C.V.= 31.51968

Aparentemente el Coeficiente de Variacién (C.V.) es muy elevado,
pero este fendmeno se justifica por el alto nimero de unidades
experimentales con cero por ciento (0 %) de formacidén de callos, gque

normalmente se obtienen en este tipo de trabajos.

La prueba de medias Tukey practicado a la interaccidén de los
factores Variedades de trige X Désis de irradiacién (Cuadro 11),
reafirma los resultados del cuadro 7, en el sentido de que fué el
tratamiento ICTA Chocoyo sin irradiacidén el que permitié el mayor valor
de % de formacién de callos. Es importante indicar que fué esta
variedad con la que mejor resultadose obtuvoe en la investigacidn
realizada en 1990 por Calderén Diaz (4), quien obtuvo hasta un 24.3 % de
formacion de callos cuando usd el medioc basal "Papa 11" complementado
con 0.5 mg/L de 2,4-D + 2 mg/L de Acido Naftalenacético; sin ningin tipo

de irradiacidn.

Los tratamientos "ICTA Xeguijel - 0 Kilorads", "ICTA Chocoyo
- 5 Kilorads", "ICTA Patzdn - 5 Kilorads", "ICTA Patzin - 0 Kilorads" e

"ICTA Xequijel - 5 Kilorads" con los porcentajes de formacidén de callo
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respectivamente, son estadisticamente
después de "ICTA Chocoyo - 0

de 2.4, Z2.0%..1.2a 1a0s ¥ 1.0,
iguales ¥y los que mejor respondieron,
Kilorads". El resto de tratamiento tuvieron una respuesta muy pobre o no

la tuvieron.

Tal ¥ como se menciond anteriormente, désis mavores de 5 kilorads
de irradiacién a la semilla de trigo, afecté negativamente la formacién
de callos a partir de anteras, aunque existen algunas excepciones, puede
verse gue el tratamiento "ICTA Chocoyo - 20 Kilorads" en comparacidén a

"ICTA Sapta Ana - 0 Kilorads", dié un % de formacién de callos mayor.



Cuadro 9. Resultados de la Prueba de Medias Tukey practicado a
la interaccidén Variedades *% Dosis, la variable
respuesta % de formacidén de callos se ha transformado
por (v X+1). Alpha= .05

YARTEDAD 0818 MED[E AGEIPAMTENTO
L_ICT4 Chocoyo { Eilorads 18615740 i
ICTH Yequijel 0 Eilorads 1. 457175690 i
|_[CTA Chocoya § Kilarads 1. 51084420 g
ICTA Patziin i Kilorads L I61ARERD ECD
ICTA Patziin 0 Eilorads 138323170 BN
ICTH Hequijfel § Kilgrads L 28814180 BCO
ICTA Chocoyn 10 Kilorads 1. 237178010 |
IOT4 Patrﬁnt |10 Kilorads TR RN [l
ICTA thrn;rn 15 Kilnrads 1 1ed57510 C.h
| ICT4 Chocoyo 1 Kilorads [ 1A4575140 48l
IOTA St Ama § Kilorads I 16457510 L0
I0TA Taragasa 0 Kilorads 1. 14R81000 (|
T4 Patziin 15 Kilorads 1. 12360670 I
| I0TA Raldn D Kilorads L 02110500 I
ICTA Patzin 15 Kilogads L 07120504 i}
ICTA Sta. Ama il Kilorads 1.0730500 ]
ICTA fequijel 10 Kilorads 1.073120500 i
ICTA Baldn § Kilorads L opaa0nog 1]
ICT4 Baldn 10 Eilorads 1 00A0RRED i}
ICTA Baldn 15 Eilopads 1 0000pa i}
[*Th Baldn M Kilorads 1 A0GE0000 Il
1CTA Raldn 18 Kilorads L 00000000 i
‘T4 Chocoyn 25 Kilorada L. ageaaann 0
ICTA Patziin 0 Kilorads 1 DRpaaonn i}
ICTA Sta. Ana 10 KEilprads 1. 004000 1]
ICTA Sta, Ana 1§ Eilorads L 0000000 1]
[CTA Sta. Ama 1 Kilorads L 40000004 1
ICTA Sta Ans 15 Kilorads 1. aoopeaon i
[CT4 Yequijel 158 Kilorads 1 A0pgaaap ]
_1CTA Xequijel M kilorads L 00000000 1]
ICTA Yequijel 3 Kilorads 1 Qg 0angd 1}
| JCTA Lataposa . Kilorads L 0000000 Il
ICTA Zaragosa Ih Eiloprads LTI i}
|_ICTA farapngs 15 Kilorads L 0oanaeng I
ICT4 faragosa 10 Eilogads L 00a000a00 1l
ICTA faragosa 1 Kilorads [ 00000000 I
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7.1.2. Variedad ICTA Comalapa

La respuesta de esta variedad es diferente a las anteriores, por
cuanto en el cuadro 10 puede observarse que Jlas désis de 0 y 25
Kilorads, no formaron callo. En este caso fueron las désis intermedias
{ 5, 10, 15 ¥ 20 Kilorads), las que permitieron la formacidén de callo.

Debe recordarse que cada genotipo responde de manera diferente a la
radiacidn expresada en la Tformacién de <callo de los explantes

provenientes de anteras de plantas irradiadas.

Del andlisis de varianza {cuadro | b se desprende que
estadisticamente si hay diferencias significativas entre las doésis de

irradiacidén aplicados a esta variedad.

Cuadro 10. Porcentaje de formacién de callo para la variedad
de trigo ICTA Comalapa, por ddésis de irradiacidn.

DOSLS DE IRRADEACTON % DE FORNACION DE CALLD [Media No. de callos obtenidos en las 10
de 10 repeticiones) repeticiones.
0 Kilorads 0.0 0.0
3 Kilorads 0 3.0
10 Kilorads 1.0 5.0
15 Kilorads .G 5.0
20 Kilorads 0.8 4.0
25 Kilorads 0.0 0.0
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Cuadro 11. Resultados del andlisis de Varianza, practicado a
las modalidades del factor Ddésis de
irradiacién para la variedad de trigo ICTA
Comalapa,la variable respuesta % de formacion de
callo se ha transformado por (VY X+1 ).

F.¥. G.L 8.C, C.M. Eot
Repetic, ) 4.4041712 0.4893523 T, 99% 0.0001
Désis a 1.4765248 0.2953047 4,852% 0.0013
Error 45 2,.7546076 0.0612135
Total 33 8.6353037

S L

Estadisticamente no se encontrd diferencia entre las désis 5, 10,
15 y 20 Kilorads, que fueron los valores méis altos en cuanto a la

formacidén de callo.

Cuadro 12. Resultados de la Prueba de Medias Tukey practicado
a las modalidades del factor désis de irradiacién
para la variedad de trigo ICTA Comalapa, la
variable respuesta % de formacién de callo ha sido

transformado por (V X+1 ). Alpha = 0.05.

TRATHM[EEEES} MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
10 Kilorads 1.343 A
15 Kilorads 1.343 A
5 Kilorads 1. 343 A
L. ... 20 Kilorads 1.293 A B
0 Kilorads 1.000 B
25 Kilorads 1.000 B

Tratamientos con la misma letra no son significativamente

diferentes.
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7.2. Regeneracién de plantas a partir de callo

Para la regeneracidén de plantas a partir de callos de anteras, no
se establecidé ningin disefio experimental porque no se contdé con
suficiente cantidad de callos, por lo tanto los resultados obtenidos se

presentan tUnicamente como porcentajes,

De los 18 tratamientos estudiados, 2 de ellos experimentaron

nicamente rizogénesis (apéndice 4), siendo éstos: "ICTA Balian" con 0
Krads, e "ICTA Patzin" con 20 Krads. Como se sabe el tipo de estructura
que se desarrolle (brotes o rafces), va a depender de la proporcidn

hormonal interna del explante y del medio de cultivo; ademds debe
indicarse que cuando se d4 el fenémeno de rizogénesis, previo a la
formacién de brotes, es muy dificil que se formen estructuras o brotes
aéreos, por lo que en estos casos |lo recomendable serd determinar el
medio de cultivo y la combinacién hormonal que induscan la regeneracidn

de plantas verdes completas. (17)

Para la variedad ICTA Chocovo, se obtuvo regeneracidén de plantas
verdes completas para los tratamientos: 5 Kilorads: 40.00 % de
regeneracién y 20 Kilorads: 66.66 % de regeneracidn, estos resultados
pueden indicar que para el proceso de regeneracidén de plantas, la désis

de irradiacidén no tiene una influencia tan definida, como para el

proceso de formacidénm de callo. (15)

La respuesta de la variedad de trigo ICTA Comalapa, de alguna
manera sigue el patrén de la variedad ICTA Cheocoyo, por cuanto gque para
diosis de 10 v 20 Kilorads, se obtuvo un 100 % de regeneracidon de plantas

vy 0 % para los tratamientos 5 v 15 Kilorads. Para esta variedad no se

observé rizogénesis.

ICTA Patzidn regenerd plantas verdes completas para los tratamientos
10, 15 y 25 Kilorads, en un 50.0 %; mientras que con la désis de 20

Kilorads, s6lo formé raices en un 75 %.
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La variedad ICTA Santa Ana, no regenerd plantas; mientras gue ICTA
Xequijel, si regener6é plantas para los tratamientos evaluados asi: 5§
Kilorads: 100 % y 20 Kilorads: 50.00 %.

Por dltimo "ICTA Zaragosa", regeneré en un 50.0 % para el

tratamiento sin irradiacidn.

En este trabajo no se consideraron las plantas albinas debido a que

su nimero fué insignificante.

Como se observa en el cuadro 15, se identificaron 3 tratamientos
que reportan resultados satisfactorios en las 2 variables de respuestas.
Las variedades ICTA Comalapa con 10 e ICTA Xequijel con 5 Kilorads,
reportaron 1 % de formacién de callo mientras que ICTA Comalapa con 20
Kilorads, 0.8 %; estos e tratamientos regeneraron plantas verdes
completas en un 100 %. Lo anterior evidencia dos aspectos; el primero,
ningin tratamiento testigo (0 Krads) superd a Jos tratamientos
irradiados con Cobalto 60 en cuanto a regenerar plantas verdes completas
se refiere. El segundo aspecto es la interaccidn entre la variedad v la
désis, ya que la variedad Comalapa respondié bien con 10 y 20 Krads,

pero Xequijel con una désis menor.

Para obtener una buena respuesta en cultivo de anteras, debe
existir un buen balance entre formacién de callo y plantas verdes
regeneradas completas: puede notarse en la variedad Chocoyo con 0 v 3§
Krads que reportd alto % de formacién de callo (5.4 ¥ 2.0), pero ninguna
respuesta en regeneracién de plantas. Desde el punto de wvista del
Fitome jorador, lo mas importante es el % de plantas regeneradas
completas, porque serédn las que proporcionardn material genético

{germoplasma) para su programa de mejoramiento.

Para aquellopos tratamientos con respuesta a la formacidén de callo
serd necesario encontrar el medio de cultivo adecuado para una buena

regeneracion de plantas verdes completas.
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Cuadro 13.

Resultados de regeneracidn de plantas de aquellos

genotipos ¥y ddsis de Cobalto 60 que formaron callo

a partir de anteras.

TRATANIERTO X DE FORMA- ¥e. DE % DE RIZO- % DE PLANTAS Ho. DE

CION DE CALLO | CALLOS GEHES 13 VERDES PLANTAS

OBTERTDOS REGENERADAS VERDES
REGENERADAS
BALAK - 0 KILORADS 0.2 01 100.00 0.00 o0
CROCOYD - 0 KILORADS 5.4 27 0.00 0.00 0o
WWMH-EFMHWS 2.0 R e e 40.00 04
CHOCOYD - I3 KILORADS 0.6 03 0.00 0.00 00
CHOCOYO - 20 KILORADS 0.6 03 GE-ges— 66.66 02
CONALAPA- 5 RILORADS 1.0 03 0.00 0.-00 00
COMALAPA- 10 KILORADS 1.0 e e bk e = 100.00 05
COMALAPA- 13 KILORADS 1.0 05 0.00 0.00 00
CONALAPA- 20 KILORADS 0.8 L1 e 100.00 04
PATIUN - 10 KILORADS 0.6 e 30.00 02
PATIUN - 15 KILORADS 0.4 (b e e 50.00 01
PATIUN - 20 KILORADS 0.2 01 73.00 0.00 00
PATIUN - 25 KILORADS 0.2 b R 50.00 01
STA, ANA- 15 KILORADS 0,2 01 0.00 0.00 oo
STA. ANA- 13 KILORADS 0.2 01 0.00 0.00 00
XEQUIJEL- § KILORADS 1.0 el e 100.00 035
YEQUIJEL- 20 KILORADS 0.2 IR e 30.00 01
IARAGOSA- 0 KILORADS 0.4 A e 50.00 01

AL TTT RTARITE T T I I e |
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8. CONCLUSIONES

La mayor respuesta a la formacién de callo la presento la
variedad de trigo ICTA Chocoyo sin irradiacidén (5.4 %), seguida
de los tratamientos ICTA Xequijel sin irradiacién (2.4 %), ICTA
Chocoyo con 5 Kilorads (2.0 %}, ICTA Patziin con 5 Kilorads (1.2 %),
ICTA Fatziln sin irradiacidn (1.0 %) e ICTA Xequijel con 5 Kilorads
(1.0 %). Los resultados anteriores demuestran gue los tratamientos
donde se usaron désis de irradiacién con rayos gamna mavores de 5
kilorads afectaron negativamente la respuesta de las variedades. 5e
exceptia la variedad ICTA Comalapa gque con 10 ¥ 15 Kilorads formd
callo en 1 %, pero estos resultados no aseguran dque se |llegard a
obtener plantas verdes regeneradas.

Lo anterior confirma que la respuesta a la formacidén de callo de

plantas irradiadas depende del genotipo a que aquellas pertenecen.

La respuesta a la regeneracidn de plantas, de las variedades

estudiadas, no clarifica un patrén de respuesta en cuanto a la

radiacion con Cobalto 60.

Algunas désis de irradiacidén con rayos gamma (5, 10 v 20 Krads) v en
algunos genotipos de trigo (Comalapa ¥y Xequijel), mejordé la respuesta
a la regeneracion de plantas, lo que implica que estos tratamientos
aseguran la obtencion de plantas regeneradas que son las gque al final

son utilizadas por los mejoradores en los programas de mejoramiento

genético.
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9. RECOMENDACIONES

1. Para programas de mejoramiento genético utilizando cultivo de
anteras. se recomienda usar las variedades "ICTA Comalapa" e "ICTA

Xequijel", pues respondieron mejor a las irradiaciones con rayos

Eamma .

2. En futuras investigaciones de este tipo no usar dosis de
irradiacifén con ravos gamma mayores de 20 Kilorads en las
variedades de trigo antes estudiadas, pues la formacidn de

callo a partir de anteras se ve afectada negativamente.

3. Considerar este trabajo como base en la elaboracién del
protocolo necesario para la generacién ¥y evaluacidn de

variedades de trigo por medio del cultivo de anteras.
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11. APENDICE

Apéndice No. 1, Composicitén del medio de cultivo basal N6

usado en la induccién de callo.

COMPONENTES me /L
(NH4) S04 463.00
KNO3 2830.00
KH2PO4 : 400.00
MgS04 . TH20 185.00
Ccacl2.2H20 186.00
FeSO4 . TH20 - 27.80
Na2EDTA 37.20
H3BO3 1.60
MnSO4 . 4H20 4.40
ZnS04 . 7H20 1.50
K1 0.80
THIAMINA-HCI 1.00
PIRIDOXINA 0.50
ACIDO NICOTINICO 0.50
GLICINA 2.00
SUCROSA 6.00 %
0.60 %

AGAR
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diferenciados, los cuales posteriormente son llevados a una
desdiferenciacién celular, presentando estas células una proliferacion

continua, acelerada y de apariencia desorganizada. que da lugar a una

masa amorfa de tejido.

Diploide: Se refiere a cualquier nicleo, célula u organismo que posee el
doble del nimero haploide de cromosémas. Fl tejido somdtico normalmente

es diploide, en contraste con las células gaméticas, que son haploides.

Embriogénesis: capacidad de las plantas con flores para producir

embriones. No se reduce al desarrollo del huevo fertilizado, sino que

también puede ser inducido en cultivo de tejidos vegetales

({embriogénesis somdtical.

Explante: toda aguella porcién de la planta madre que se utiliza para el
cultive im vitro (antera, microspora, 6vulo, fraccién de hoja, raiz,

tallo, pétalo, etec,. meristemo, etc.; también puede ser un embrién o una

semilla).

Euplodia: calificativo que se aplica a todos los organismos que poseen
un juego completo de cromosémas o un miltiplo de este nimero. Los
términos que se emplean para las series -euploides son: diploide,

triploide, tetraploide, etc. Se contrapone a aneuploide.

Haploide: Designa a cualgquier nicleo, célula u organfismo gue posee un

juego simple de cromosémas impares. MNimero, n o nimero reducido de

cromosémas, tipico de la mayorfa de los gametofitos.

Homocigético: que tiene genes iguales de, al menos, un par de factores
mendelianos alelomorfos: se dice gue un organismo es homocigdtico para

un carécter dado cuando todas las células germinales transmiten genes

identicos para este carédcter.
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In vitro: Designa a los procesos biolégicos o a las investigaciones que

se realizan fuera de los organismos vivos, tradicionalmente en tubos de

ensayo.

Medio Basal: medio de cultivo formwlado con macro v micronutrientes |

sin reguladores del crecimiento).

Medio Nutritivo: Medio de cultivo empleado para iniciar, desarrollar o

enraizar diferentes indculos: estd formulade con macro ¥ micro

nutrientes, azidcar y reguladores del crecimiento.

Microspora: una de las cuatro células producidas por las divisiones
meiGdticas de la célula madre del microsporocito; espora que tiene la
propiedad de dar origen al gametofito que sélo lleva gametos masculinos,

como son los granos de polen.

onosémico: los organismos diploides gue pierden un cromoséma de un par

Mutacidn: cambio en la cantidad o estructura del ADN en los cromosomas .,
pudiendo ser génica o cromosémica. Una mutacién génica consiste en el
cambio de un gene de una forma alélica a otra; los cambios cromosdémicos

consisten en duplicaciones, inversiones, intercambios, etc.

Mutagénesis: capacidad para la induccién de mutaciones por parte de

distintos agentes fisicos ¥ quimicos, como las radiaciones ultravioleta,
los rayos X, las mostazas nitrogenadas, las acridinas, los perdxidos,
los agentes quelantes v otros.

Mutdgeno: agente fisico o quimico capaz de inducir a mutacion a los

distintos materiales bioldgicos que constituyen la dotacién génica de

los seres vivos,

FROPIEMAR DF 1A UNIVERSIDAT DE SAN CARIBS DF GUATHIA 4
Biblioteca Central
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Organogénesis: Tormacidn de 6rganos (la caulogénesis es la iniciacién de

brotes y la rizogénesis es la iniciacién de rafces).

Ploidia: ndmero de dotaciones cromosémicas de una célula.

acion: crecimiento por multiplicacién rdpida de nuevasa células.

-
=
[
o
—
i)

rdio: grupo de células destinado a transformarse en una estructura

particular, como lo es el primordio foliar, que va a dar origen a las

izogénesis: respuesta del explante al cultivo in vitro, en la cual sélo

se obtiene desarrollo de raices.

ubcultivo: transferencia del explante a medio fresco.

e

Totipotencialidad: es el fenémeno por el cual las células somdticas

provenientes de diferentes partes de la planta, dadas las condiciones

apropiadas, pueden desarrollarse en una planta completa.

Trisémico: los diploides que tienen un cromoséma extra (2n+1)
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