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someter a 1la consideracidn de ustedes 21 trabaio de tesis
titulado:
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LA INDUCCIOM DE CALLD ¥ BROTES AFICALES, A PARTIR DE CULTIVO DE
EMBRIONES INMADURDS, DERIVADOS DE FLANTAS PRODUCIDAS A PARTIR DE

SEMILLA IRRADIADA CON SEIS DOSIS DE RAYOS GAMMA (Cesio 137)".

Esperando gue =1 pressnte trabaio de investigaciaon merezca su
aprobacitn, es grato presentarles las muestras de mi mas alta

consideracidn.
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RESPUESTA DE SIETE VARIEDADES DE TRIGO (Triticum soctivum L.) A

LA INDUCCIONM DE CALLDO ¥ BROTES AFPICALES, A PARTIR
DE CULTIVO DE EMBRIDNES INMADURDS DERIVADDOS DE PLANTAS
FRODUCIDAS A FARTIR DE SEMILLA IRRADIADA CON SEIS DOSIS DE RAYDS
GAMMA (Cesio 137)

RESFONSE OF SEVEN WHEAT VARIETIES (Triticum aestivum L.)

TO CALLUS AND AFPICAL SHOOT INDUCTION, BY INMATURE
EMBRYOS CULTURE, THAT ORIGINATED THE PLANTS, AFTER IRRADIATING
THE SEEDS WITH SI1X DOSIS OF GAMMA RAYS
(Cesium 137)

RESUMEN

En Guatemala existe una demanda de trigo gue ne es
satisfecha por la produccidén nacional. En parte por la
degradacitn de las variedades utilizadas, debido a que los
programas de fitomejoramiento estan inactivos v sus
procedimientos tradicionales no se modifican por falta de
investigacidn basica principalmente en =21 campo de la
biotecnologia.

En =1 presente trabajo, se reporta =21 comportamiento de
las variedades de trigo, Xeqguijel, Zaragoza, Comalapa, Fatzdn,
Santa Ana, Chocovo yv Baladn, a la induccién de callo y brotes
apicales utilizando smbriones inmaduros como 2xplantes.

Ademas, =e analiza el efecto de radiacidn sobre la respuesta
& la induccion de callo v brotes apicales, de las wvariedades
evaluadas.

El trabaic =e dividid en dos partes. La primera consistid
en determinar =21 medio adecuado para la induccidn de callo vy
bhrotes apicales partiendo del protocolo base de Sharma & GBill.

En la segunda parte, =e aplicd radiacidn con ravos Gamma (Cesio
1373, en dosis de 0, 5, 10, 15, 20 v 25 kilorads 2 la semilla gue
dic origen a las plantas fuente del explante, con la finalidad de
observar 2] efecto de la radiacidn en la induccidn de callo vy
brote apical.

Fara determinar la metodologia adecuvada =se utilizd material
no irradiado, siguiendo =] protocolo de Sharma & Gill, al cual se
le modificd la fase tres, agregandole 1 mg/l de BAF,

Los tratamientos =valuados se originaron de la combinacidn
de ziete variedades v seis dosis de radiacidn, resultando un
total de cuarenta y dos tratamientos, cada uno de =llos con diez
repeticiones vy, cada repeticidon la constituyd un frasco con diez
embriones inmaduros. La primera fase fue la induccidn de callo,
para lo cual se utilizd como medio base el MSE, suplementado con
2mg/1 de 2,4-D v 0.5 mg/l de Einetina, en obscuridad a 246 grados
centigrados, durante cuatro zemanas.
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Posteriormente, los callos originados se transfirieron a un
medio MS, suplementado con 1 mg/l de 2,4-D v 0.5 mg/l de Kinetina
s obscuridad a 26 grados centigrados, por cuatro semanas. El
propdsito de esta fase fue el provocar 21 crecimiento de los
callos formados.

Lete ralloz crecidos fueron transferidos a wun medios M5,
suplementado con 9.5 mg/l de 2,4-D, 0.5 mg/1 de kKinstina vy 1
mg/l de BAP, con 12 horas luz y una temperatura constante de 29
grados centigrados durante cuatro semanas. La finalidad de esta
fase fue inducir a la brotacidn apical.

LLa induccion de callo fue bastante uniforme, teniéndoze
iguales resultados en las variedades Comalapa. Xequiijsl, Santa
fna y Zaragoza, igualando a 100 callos inducideos por cien
esmbriones sambrados. Mientras gque la variedad Chocoyo manifestd
1a induccisn de callo mas baja, siendn de 94 callos por cada 100
embhriones sembrados.

Todas las variedades pressntaron muy busna respuesta al
crecimiento del callo v la induccién de brotes apicales por
medio de embriones inmaduros, a través del protocolo de Sharma &
3i11 modificadn. La variedad Patzin fue la gue did los mejores
Fresyltados, &0 brotes apicales por cada 100 embrionss sembrados,
mientras la wvariedad Chocovo mapifestsd una produccidn en hrotes

de 50 unidades por cada 100 embriones sembrados.

Con respecto a la irradiacidn pudo observarse un patron en
2]l cual la dozsis de 5 kilorads presentd la media méds alta en la
indurcién de brotes apicales siendo de 75 unidades, mientras que
 kilorads tuvieron 59 unidades, las dosis de 10 y 15 kilorads,
tuvieron induccidn alguna. Siendo las mutaciones cambios al
azar, estos resultados pueden ser limitados a la presente
investigacion sin embargn, puede tomarse como referencia.

En base a 1o anterior =s necesario plantear sstudios
similares, pero a parte de conseguir la formacion de callos, f(que
2s importante debido a gus puede ser material de partida para
otras metodologias in vitrol, ¥ la induccidn de brotes apicales,

debe llegarse hasta la regeneracidn de plantas completas

La investigacién se realizo =n el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos y campos del CEDA de la Facultad de Agronomia de 1a
Universidad de San Carlos de BGuatemala, con apoyo de la FAUSAC,
ICTA v ] Frograma MOSCAMED. :
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RESPUESTA DE SIETE YARIEDADES DE TRIGD ( Triticum aestivum ) A LA
INDUCCION DE CALLD ¥ BROTES AFPICALES A PARTIR DE CULTIVD DE
EMBRIONES INMADUROS, DERIVADOS DE PLANTAS PRODUCIDAS A PARTIR DE
SEMILLA IRRADIADA CON SEIS DOSIS DE RAYDS GAMMA (Cesio 137)

1. INTRODUCCIDN

El@ Etrigo (Triticum acstivum L}, ocupa un tercer lugar entre los
cul bivos de mavor importancia para la dieta alimenticia del
guatemal teco. Las necesidades del mercado interno no son
satisfechas por la produccidn nacional teniéndose que recurrir a

la importacidn del grano.

El sfecto anterior pusde llegar a indices alarmantes =i no se
m=joran los materiales gendticos con que se2 cuentan, va que
ademid= del problema demografico, puede observarse e] decrecimien—
o de la produccion por vnidad de area, { de Z3 gg/Mz en 1,985 a
2% qg/Mz en 1,992). Ezte efecto pusde deberse en gran parte a la
susceptibilidad de las wvariedades a condiciones adversas como
plagas, enfermedadss, degensracidn gensetica entre obtras causas.

El Cultivo de Tesiidos =2 presenta como wuna herramienta basica
para apovar a los métodos de mejoramiento genetico, por lo que es
indispensable determinar los procedimientos elementales qgue
permitan dar paso a al desarrollo aplicado en el campo del
mejoramiento genético.

El presente trabajo tiene el propdsito de generar informacian

mente a programas de mejoramiento, fue desarrollado en el labora-
torio de Cultivo de Tejidos y campos del CEDA de la Facultad de
Sgronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

El dasarrollo del trabaio se realizd en dos partes. Primero, la
determinacidn de un protoceolo adecuado para la inducidn de callo
v brotes apicales, vy segqundo, la observacidn del efectn causado
por la radiacidn en esa respuesta. Se trabajd con siete varieda-
dades de trigo (Balan, Xeguijiegl, Santa Ana, faragoza, Chocoyo,
Fatzon v Comalapal v el protocoleo de Sharma & Gill como base.
Este consta de cuatro fases, dos en obscuridad v dos con 12 horas
luz, todas las fases fueron suplemtadas con 2,4-0 v Kinetina,
siendo madificado en la fase tres con la supleamentacidn de 1 mgdl

de BaF.

La radiacien fue aplicada a la semilla., gue posteriormente fue
sembrada v cultivada hasta producir embriones inmaduros gue
fueron los explantes utildzados. Las dosis uwtilizados fueron de
by 3y 18, 15, 20, 25 kilarads.
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Dentro de los resultados alcanzados, tenemos la respuesta positi-
va de la variedades evaluadas a la induccién de callo v brotes
apicales, vtilizando como explante smbriones inmaduros a través
del protocolo de Sharma & Gill modificado. La variedad Patzan
mostrd mayor respuesta, siendo la mas baja en resultados la
variedad Chocoyvo en forma general

La irradiacidn causd un efecto sobre la induccion de callo W
brotes apicales, de tal forma que dosis entre O v 10 kilorads son
beneficiosas, dosis mayores de 10 vy menores de 20 kilorads son
desventajosas v dosis iguales o mayores que 20 kilorads son
delatérsas,



2. MARCOD TEORICOD

2.1 MARCO CONCEPTUAL

1 Cultivo de trigo (Triticum aestiwvum L.}

1.1 Zonificacidn dei cultive
Existen dos zonas agricolas las cuales son las areas de

mayor importancia en produccidn. La primera abarca los

departamentos de Puetzaltenango, San Marcos, Totonicapan, Solola,

Hushustenango y fuiche, y la segunda, Chimaltenango, Guatemala v

Jalapa (&,10,).

En =1 cuadro 1, se musstra la produccidn vy rendimiento

del cultivo del trigo. Se observa que en 1979 existian 45,019

fincas, las cuales ocupaban una superficie sembrada de 26,377

has. El rendimiento reportado es baio debido a que s un cultiveo

que se siembra en areas pequetas (&,10).

CUADRD | Produccidn y rendimiento nacional del cultivo de trigo, afo 78 / 79

=== S TTE s EnE=SsSmss -
No. DE SUPERFICIE PRODUCCION

DEFARTAMENTD FINCAS [hal (tonl miles ton/ha
Quetzal tenango 907h b167.0 10. 33 1.47
San Marcos 12933 47114 B, 38 1,24
Chimaltenango 5452 4027.8 1.3 1.81
Hughuet enango Bb32 4116.7 L] 10§
Totonicapdn STH 2251.9 1.82 1.70
Solold J444 1787.1 1.28 : 0.72
Guatesala L] 238.0 0.77 3.23
Quiché 1049 369. 1 0.70 1.23
dalapa bl 448. 1 0.54 1.43
Santa Rosa 21 133.7 0.4 2.5
Sacatepéquez 19 119.0 0.4 2.02
Baja Verapaz 3 8.4 0.0l 1.19
Cobdn 1 0.15 21 0-* 0.57

TOTAL 45019 26379.35 38.13 20.40

e eSS R L - — T

FUENTE: Censo Nacional Agropecuaric 1979
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Durante los Jdltimos dier afos,

eultiveo de trigo en Guatemala

la produccidn de trigo ha

sido de 417,835 ton producidas en una extensidén de 245,540 has,

lo cual da una produccién promedio de 1.70 ton/ha/afio.

cuadro 2 se muestra el 4rea cultivada,

miento de trigo en Buatemal a

T

B

En =1

produccidon total rendi-

Cuadre 2: Area, produccidn, rendimiento & importacidén de trigo.
Area ‘ Importaci dnes H
AR Cosechall Produc-— Frendi - ARo SH—
da cidn miento Miles | Miles
Agricola jimiles |[(miles dejl (qg/Mz) |Natural aq .5
ide Mz} qq !} k3
A& l 1100, 00 " 259 l 1,984 “ﬂ Eb?&.;l 2448%.0
f I ————
|
1,?85!8&“ 45 1500, 00 h P 1,985 I 2944~?| 2488%9.3
i "mh.m“wwh i ‘ _—
1.,98&5/87 44 1170, 00 25. 4 1,786 2674533 193709
I\
| TIEB“ " 1200, 00 h“ 2 1,987 “ 3303.3" 230317
‘ i,988/8% l F45. 50 " 28353 I 1,988 E4ﬁ?.é] 19210.6 l
,_m_m_h -
1,989/90 2708 [ TOs. 20 b, T J 1,989 | 2895.3| 26488.8
Lo | 1= I
1,270/ 1 2L.F S500. 00 2380 1,990 FaTS. 20 Z29185.2
! i
| 1,??“?2" a0 [ SO0, Q0 2213 | 1,251 Jl 4340, 21 24011.4
I =
1,992 /55 el s i L " 230 1,992 H 4124, 3] 32373.4
ey I = =
! 1,?93!?4’ F0.3 o0 .00 2521 " L 7TS EE?4.4H 19319.0 \
Fuente: Instituto Macional de Estadistica, Gremial MNacional de

Trigueros v

Banco de BGuatemal a.



-

. i H - | e 1= | Ak = " z & 1om 5 | = form = 3
El crecimiento del Area desde 1973 a 19BE ha sido negativa con un

‘ = i -..-!I 3Ty } - f | =" ._' e 0% =00 im0
valor de =0,0486%, 21 rendimiento ha aumentado en un 0.02% v la
.3

produccién total se ha incrementado en un 0.6%. E1 cuadro 3

2 . : s ] ] n 1 263 f e 3y = ¥ Fi
muestra 21 porcentaje de la produccidn de trigo por departaménfm

{ﬁalﬂ}}' e~ AR e BN
[ & y erlmed ~ ¥i LY R T  Yivsmine .:i-:"
CUADRD, % Forcentais, de; lasRroduccisn de toigo por, . (oo oo
departamento, 1,982, i G
[ Depaffémentm it 5 PEREE RS ?Féﬁﬂctidﬁ.tkl'?

T T aL ¥ (R [ T2
Duetzaltenango mat , sa sefenoit>ivtun vooal;
Chimaltenango 20.7
San. Marcos : Elinns a1 w5 &ionsmot =17 Yai
Totonicapan ' . i iy
Huehuetenango . b oatey bide3 =y s e 3% 1w
Solol4i e T g
Jalapa - N S bt tan b an
Cuiche : B
Sacatepéquesz ol , el
Guatemal a 1.0
Santa Rocsa = 0.3 !

by = 3 % i i ¥ o = = W 1] (1]
TOTAL s 100.0%"
I I =1 =E¥ee
Fuente: Gremial MNacienal de Triguerps. Depto. de Estadistica,
1,985, ' o
! 1 1 e =i ddoRA

e i fultivo e Tejidos

Z. 1  Resumen Histadrico

A 1o largo de la historia, se han yvenido sucediendo E??“tP?;
que han permitido llegar a los avances actuales En_sl_:ulﬁjvp de
tejidos. Asi, por eismplo Hooke en 1665 (135), degcugfq_lampﬁ¥gj
la; Leeuwenhoek en 1674 (13), descubre el microscopio y permite

la observacidn de la vida microscdpica; wvon Mohl en 1835 (23,

describe la divisidn celular: Schleiden y Schwann en 1838-I% (25)
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formulan la teoria celular; Haberlant en 1898 (24), realizd los
primeros cultivos de celulas (mesdéfilol.

Hamnnig en 1904, publicd un articulo gue abrid el campo del
cultivo de embriones para explotacidn v aplicaciones agricolasg
&l usd técnicas completamente asépticas para cultivar embriones

relativamente maduros de Raphanus v Cochlearia en un medio de sal

mineral suplementado con azdcar, obteniendo plantas transplan-
tables. Desde entonces, el cultivo de embriones ha sido utili-
zadp para alcanzar laz siguientes metas: Conocer los requeri-
mientos fisicos vy nutricionales para el desarrollo embrionario;
para "desviar" la dormancia de la zemilla, lo cual reduciria el
ciclo del cultivo; probar la viabilidad de la semilla; proveer
una fuente de material de clonacion; v para rescatar embriones
hibridos inmaduros de un cruce incompatible (24,25).

La dltima aplicacién es la que se ha utilizado méas amplia~
.ngHEETgJﬂumgrﬂsas investigadores han escrito vy expérimentadm
sobre estas técnicas desde gue Haﬂﬁig principid.

Kotte (1922) llevd a cabo el cultivo de adpices de raicesg
Robbins, 21 mismo afo realiza el cultivo de raices; Went (1926}
descubre las auxinas, hormonas de primordial importancia para el
cultivo de tejidos;y Juster (1928) realizdéd trabajos con protoplas-
tos obtenidos mecénicamente 3§ White (1934) logréd el crecimiento
activo de raices; Bautheret, =1 mismo afo, realizd cultivos a
partir de cambium de plantas lefosasy White (1937) descubrid la
importancia de la vitamina B para el desarrollo de raices: van

Dverbesek en 1942 (1%), logrd el rescate de embriones de cruces
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interespecificos; Steward (1932) incorporéd agua de coco al medio
de cultivo; Muir (1953) realizé el cultivo de suspensiones
celulares y el aislamiento de células individuales. Tulecke, ese
mismo afic utilizd anteras para el cultivo de polensg Skooge (1233~
93) descubre las kinetinas; Skoog y Miller (1957) aobtienen rege -
neracion de plantas a partir de callos. En 19462, Murashige vy
Skﬂﬂg establecen 21 medio de cultivo a partir del cultiveo de
Eabatu; en 19464, Morel logra la eliminacidn de virus mediante el
cultivo de meristemos; Buha y Maheshwary (1944) obtienen plantas
hapleides a partir de anteras, entre oros avances reportados (&),
Una lista de 72 géneros de embriones de plantas gue han sido

cultivados in vitro, ha sido compilada por Pierik, 1979 (15,17).

3.2 Cultivo de Embriones

Los metodos de cultive de tejidos fueron desarrollados para
inducir a la reproduccién y para el mantenimiento de callos
embriogénicos. Los callos embriogénicos se obtuvieron al cultivar
las semillas y embriones maduros en un medio Linsmaier vy Skoog
(LS}, conteniendo S5 6 2 mg/L de 2,4-D, respectivamente (1%},

La regeneracidn de plantas a partir de callos embriogénicos
se ha alcanzado luego de varios estudios cuantificdndose en peso
fresco. Fenotipicamente, se han reasnerado plantas normales en
un medio LS suplementado con 0.1 mg/L de édcido indolacético mas
0.5ma/l. de benziladenina (BA) e Rty

Existen varias posibilidades para el cultivo de embriones in
vitro. En algunos casos, se han establecido métodos a partir de
ambriones inmaduros, para la obtencién de plantas. En qtrus

casos, se han utilizado embriones va maduros. Ambas vias han
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sido combinadas con 13 técnica de induccidn de mutaciones, con el
fin de aumentar la variabilidad genatica ﬁijﬁﬂiblE e LM
Eultiveo - G S.2E, >

Algunos resultados importantes han sido obtenidos en cultivos
comd papa, tabaco v arroz (BAD, Liang v Chen, 1985 (21). Existen
doz posibilidades bisicas para el tratamiento dE-EmeiﬂhEE ¥ Bl
cultivo in vitro., Se pusde irradiar semillas v luesgo, extrasr
los embriones y cultivarleos in vitro. Eete.métmdﬂ e ditiere in
vivo en cuanto a las pesibilidades de producic mutaciones. La
diferencia en esta via estd en la posibilidad de aumento de la
variabilidad, inducida por el efecto aditive de la variacidn
somaclonal v, la sxpresidn de caracteres propios de lo= sistemas

in vitro . La otra posibilidad consiste en utilizar los embriones

de la Me, Ms, o cualquier otra progenie segun el caso (15,21).

L.a propiedad de las células formadoras de callo en cereales
para formar embriones somiticos, parece haberse perdido en 21
desarrollo de la fuente del explante (1%, | Esto sugisre gus los
teiidos inmaduros son los explantes a elegiv, para asi asegurar
la produccidn de callos embriogénicos con alta eficiencia para la
formacidn de plantas.

“Algunos estudios buscan 21 detalle de nétodos contiables
para el establecimiento de callos smbricgénicos regenerables, a
partir del cultive de embrionss maduros desarrollados e inmaduros
17 .

En un estudic previo, se encontrd que el esscutelo de
embriones inmaduros de trigo no proliferan o forman callo (170,
Esto nos indica que no s importante que 21 escuteleo ssté o no

presente, siempre y cuando el embridn tenga un contacto directo
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con 21 medio =5 decir, que sl escutelo debe gquedar por encima del

embriton (21).

F«3F Preparacidn de los Explantes
Ikl Desinfeccidn Superficial

Loz embriones de plantas con zemilla ne es necesario desin-—
fectarlos directamente, va que =21 ambiente dentro del gues se esn—
cuentran es estéril, a menos de gue se rompa su cubierta o se
sepa de algon patdgeno gue se halle en =21 interior de la cubier—
ka. Los édvulos enteros, semillas o frutos, =son desinfectadns
superficialmente, y los embriones son sstraidos asépticamente de
las cublertas que los rodean. La contaminacién en 21 cultivo de

anbriones 25 mucho menor gue en otro tipo de esxplantes (2,546,140,

Z.3.2 Diseccidn

La diseccidn debe realizarze en un ambiente aséptico. Para
disectar pequefios embriones, s necesita de un estéreo—microsco—
copio, con una lampara de luz fluorescente fria o su equivalente.

El equipo utilizado cominmente para diseccidn es: Farceps,
agujas de diseccidn, escalpelos, hojas de afeitar y pipetas Pas-—
tewy. Las herramientas pueden desinfectarse inicialmente con ca—
lor (a la flama), 2n la auvtoclave, o con stanocl al 70-75%. Cada
ver que ss ptilizs una herramienta debe esterilizarse sumsragién—
dola en etanol al 70-75%, luego flame2ar para quitar el exceso de
etanol o con una toalla de papel (3,21},

La escisidn de un embridn inmaduro que se halla sumergido en
endospermo, implica la inci=idn del extremo micropilar del édvalo

Joven y hacer presidn en =] extremo opuessto, forzando al embridn



a2 salir 8 traves del corte. Se dehe tener cuidado de no lastimar

al tejido embricnario al hacer presidn (3,21).

2.4 Eutractos naturales de plantas y tejidos

lina adicién directa del tejide del endozpermo al medio de
cultivo puede también inducir resultados positivos en el cultive
de tejidos inmaduros. Embriones extraidos a partir de cariopsi-

des jovenes de Hordeum v Triticum han sido cultivados con eéxito

grn wn medin conteniends 2] endospermo lechoso de maiz (3. Un
crecimientn perzistente, promoviendo =1 efecto del endospermo
maternpal, s& ha notado en =21 crecimisnto de embriones hibridos de

Hordeum v Triticum de 0.2 mm de largo o mencs, colocados en obeo

x

cruce incompatible de Triticum X Secale, sobre una capa macerada

obhservandose un incremento

I.5 Medies de Cultivo

Loz embriches extraidoz en o carca de la fase de maduracidn
son autotrédficos completamente; ellos germinaran y creCeran en un
medio simple inorganico con una fusnte de energia anadida, sucro-
Ea, Progresivamente, si embrionss mas idvenes son extraidos, los
requerimientos =2 vuelven sucesivamente mids complejos vy sofis-—
ticados, para permitir el desarrollo del potencial total del
emtirion.,

Faghavan (19635}, establecié gque =] desarrcollo del embridn de
hetero a autotréfico, dependia de la activacidn progresiva de
sistemas criticos de enzimas o etapas bioguimicas, concernientes

v/ sustancias del

in

mepecialmente a la sintesis de protsina



crecimiento (1). Lo mads importante en 2] cultivo de embriones
inmadurcs, 2= el definir el medio de cultivo gque pueda mantener
2]l crecimiento y desarrollo de esos embriones, #sto basandose en
medios de cultivo publicadoz v haciendo modificaciones empiricas
(1}.

El mayor esfuerzo que =e ha hecho desde el inicic de esta
técnica, es el de la supresidn in vitro de una "germinacidn pre-
coz" de los embriones inmaduros extraidos. LaRue y Avery en 1938
{17, descubrieron que las plantulas germinadas precozmente eran
débiles, mostrando =d6lo aguellas estructuras ya presentes al
momento de escindir el embridn.

Morstog en 1979 (21}, resumid los factores capaces de
suprimir la germinacidn preceoz de varias especies: presidn
osmidtica alta, nivel slevado de potaszio, medio amplio de
nitrdgeno en forma de sal de amonio o un Acido organico, ABA v,
posiblemente, tensidn baja de oxigeno.

Durante =21 desarvrollo de los embriones inmaduros en el
cultivo, se esperan cambios progresivos en los requerimientos
nutricionales. Esto significa transferir el embridn de un medio
a oktro para un crecimiento dptimo. Monnier en 1978 (5!, inventsd
una forma de wvariacidén continua en la composicidn del medio
conforme 2] tiempo. Freparando dos medics de cultivo diferentes
colocados juxtapuestos en una caja de Petri. El primer medio de
agar se afadid alrededor de un vaso contenedor de vidrio pegueno,
en =1 centro del plato del medio. Luego de solidificado el medio
de agar, 21 wvaso central fue removido. En el hoyo resultante se

agregdé =l segundo medic, cultivandose los embriones extraidos en



este segundo medio. Como resultado de esta difusidn, los
embriones estaban sujetos a la accién de un medio variable con el

tiempo, sin interrupcidn .

3:9.1 Componentes Bisicos del Medio de Cultiwvo
3.5.1.1 Bales inorganicas

Norstog citado por Mackinnon (18), encontrd que una alta
concentracidn de potasio era capaz de suprimir la germinacidn
precoz de todos los embrionss de Hordeum, aumentando marcadamente
la tasa de supervivencia sin utilizar un medio de alta tasa de
presidn osmdtica. Mommier, también citado por Mackinnon, modifi-
cd el medio MS incrementando el potasio (afadiendo 250 mg/l de
cloruro de potasio), vy los niveles de calcio (duplicando la
concentracidn de cloruro de calciol}, reduciendo los niveles de
amonico (NHaNO=) v del FeEDTA a un medio de su concentracidn
nermal vy duplicando la concentracién de los micronutrientes,
logrando mayor supervivencia del embridn v anulacidén de la
germinacidn precoz.
3.5.1.2 Carbohidratos

La szucrosa es la mas utilizada como fuente de energia; la
glucosa también puede ser buena. Los carbohidratos juegan un
papel importante en el mantenimiento de la presién osmética en el
medio de cultivo., Concentraciones eslevadas de sucrosa en el
medio, han sido utilizadas en el cultivo de embriones inmaduros vy
rasultd ser efectiva para promover el desarrollo embridnico v
suprimir la germinacidén precoz (15,20,25). Generalizando,
mientras mas joven se escinde 21 embridn mayor es al presidén

osmotica reguerida.



3.59.1.3 Nitrdgeno

Mitrato de amonio, (MHaMNO=}, v nitrate de potasio, (KNOx), =son
frecuentemente utilizados como fuentes de nitrdgeno inorgénico en
el cultivo de embriones. La utilizacidn de nitrdédgeno en el cul-
tivo difiere segin las especies y la madurez de la planta.

Dentro de todos los amincdcidos v sus amidas, la glutamina
ha sido la mias efectiva en la estimulacién del crecimiento del em
brién. En algunos taxa, la asparagina también resultd efectiva .

La caseina hidrolizada es un complejo mixto de amincacidos,
utilizado en un medio de cultivo de embriones para estimular
el crecimiento. 8i se incrementa en un 10% de sucros=a, no existe
un soporte normal del desarrollo embriogénico. Sin embarao,
cuando 400 mg/L de caseina hidrolizada, =e afaden al medio basal,
2l 80% de los embriones desarrollan normalmente y formando
embriones maduros en 3I-4 semanas. La caseina hidrolizada tambieén
ha sidp utilizada como medio aditivo en cultivos de embriones

Jovenes de Triticale, Cucumis v Oryza, para prevenir la

germinacion preceoz y estimular el desarrollo embricldgico (24).

3.5.1.4 FReguladores del Crecimiento

Generalmente no son necesarios en 2] medio de cultivo, a
menos que los embriones sean muy jdvenes v en una multiplicacidn
clonal. En estos cascs s=on utilizados para suprimir una germina-—
cidn precoz o para estimular el crecimiento embriolédgico. El1 ABA
{acido abscicico), e=tad presente pormalmente en =21 desarrollo
del dvulo, suprimiendo la germinacidn precoz y manteniendo el
desarrollo del embrién en un cursc normal de embrionia. Cuando

el ABA se usa para evitar la germinacidn precoz, =21 mantenimiento
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de una alta presidn osmoética en =l medio va no es necesaria. En
comparacion con el ABA, las giberelinas y citocininas tienen un
efectn opussto sobre la germinacidn precoz. Dependiendo de la
especie, los embriones muy jdvenes pueden estimularse, ya sea con
citocininas, auxinas o giberelinas. Las auzinas exdgenas parecen
no necesitarse para el crecimiento in vitro de embriones. Se ha
reportado que las citocininas combinadas con Acido indolacético

(IAA) promueven el crecimiento v diferenciacidén de embriones de

Capsella (24,25).

Z.6 Condiciones de Incubacidén

LLos factores externos gue interesan en las condiciones de
incubacidn son: luz v temperatura. Fara determinar la cantidad
de luz y temperatura adecuadas que se requieren para un cultivo,
se necesita de incubadoras controladas v camaras de crecimiento.
Algunos laboratorios elevan la humedad relativa de la camara de
incubacidn para retardar la tasa de desecacidn del medio. A
veces, =21 aijustar la humedad relativa de la camara puede alargar
el periodo entre subcultivos, pero no es esencial para 21 exito
del cultive. Al contrario, una humedad relativa muy elevada
puede ascelerar el crecimiento de microorganismos, vy asi acrecen-—
tar la oportunidad de contaminacidén (23,24,25).
Tabil o Luz

La luz es necesaria para inducir una germinacidn natural.
Una forma arbitraria para determinar luz versus obscuridad de
incubacidn, es examinar la naturaleza de la estructura de la
cubierta in situ que rodea el embridén gque se estd desarrollande.

E=s =eguro coptar por la incubacidn 2n la obscuridad, si



2l tejido de la cubierta 25 del grueso suficiente para gque un
pequefo rayo de sol pueda penetrar a través de él; v optar por la
luz de incubacidn, si la cubierta 2s permeable a la luz. Esto no
significa necesariamente gque la condicidn opuesta no resultaria en
un crecimiento mejor. Debido gue a gue la luz puede inducir a la
germinacidn precoz, es aconsejable incubar a los embriones
inmaduros en la obscuridad durante =1 periodo de smbriogénesis,
antes de transferirlos a la luz para su germinacidn.

Este procedimiento ha sido usado en wun hibrido interespe-
cifico de Allium, barley, Aegilops X hibrido de Hordeum {(18).

La mavoria de embriones pueden crecer tanto bajo condiciones
de obscuridad como de luz, pero hay algunos que s6lo pueden bajo
una de las dos condiciones.

La luz de incubacidn puede ser bajo un regimen de luz
constante o dia/noche. Cuando éste es adoptado, la duracidn del
fotoperiodo es seleccionado de una forma arbitraria, puede ser 16

horas de luz v 8 de obscuridad (146:8); 12:12: otros pocos escogen

20:4 4 1B:6 (1B).

3.6.2 Temperatura

Comparado con las semillas intactas, los embriones aislados
frecusntemente tienen un rango muy amplio para la germinacidn.
LLa mayoria elige una temperatura de incubacién de 25 +- 2 =C,
no importando el tipo de planta. Esto parece un tanto satisfac—
torio, al avudar al crecimiento embridnico y a la germinacién en
general, a pesar de que no es necesario lo dptimo. Lo éptimo
debe determinarse empiricamente para cada tipo de cultivo. Desa-

fortunadamente, adn dentro de una misma especie, la temperatura
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gptima no solamente varia significativamente con =1 genotipo,
sino también con cada parametro del crecimiento (p.e. largo de
raiz, de meristemo, peso +rescﬂly peso seco).

Han sideo utilizadas tanto Ei regimen constante o fluctuante
de dia/noche,. No hay evidencia sdlida de gue una caida en la
temperatura en la noche (temperatura. fluctuante} pueda
beneficiar el desarrollo in vitro del embridén (18,24,).

2.7 Transplante

Los factores a considerar son: infeccidon y desecacidn.

El esterilizar =2l suelo (mezcla de suelol, slimina el serio
problema de la infeccidn. La desecacidn al transplantar es un
gran problema en =1 cultivo de embriones. LUna peérdida excesiva
de agua se vid en las hojas de las plantas luego de transplan-—

plantarlas d= sus contenedores de cultivo. Esta pérdida esta

relacionada cons: 13 reduccidn de la cantidad de cera epicuti-
ticul arg (2) 2l gran volumen de espacios intercelulares del
messfilo, vi {3) la lentitud de la respuesta estomatal hacia el

estrés hidrico, para el desarrollo in vitro de las pléantulas.
For 1o tanto, s2 requiere de un periodo de aclimatacidn de
humedad para las plantulas transplantadas para que se adapten al
ambiente externo.  Durante la aclimatacidn, la humedad ss reduci-
da graduvalmente por un periodo de 2-3 semanas (23,24,23).
Mientras tanto, las plantulas pasan por adaptaciones morfo-
légicas v Ffisioldgicas, gque les permitan desarrcllar un control
hidrico tipico de plantas terrestres.
La mavoria de plantulas del cultive in vitro poseen sélo
1 6 2 largas v delgadas raices, y si son dafadas durante el

transplante, éstas mueren. PFPara incrementar la oportunidad de



supervivencia durante el establecimiento de las pléantulas germi-
nadas, Stoltz (1977}, encontrd gue la adicidn de 0.5 uM de Acido
naftalenacético (NAA), aumentaba significativamente el ndmero de
raices por planta, de 1.8 (control} a 6.3, sin producir callo, =1
cual podria =s=er susceptible a podrir=e al transplantar las plan-
tulas al suelo {21).

3.8 Regeneracién

Fara regensrar una planta completa, deben transferirse
rallos embriogenicos a medios de regeneracion, pudiéndose
utilizar 0.02 g de callo por 10 ml de medio, en algunos
materiales se& han presentado buenos resultados, utilizando la
combinacién hormonal de 0.01 mg/l de IAA mas 0.5 de mg/L de BAP
£20) .

Segin Perea y Navarro (1%}, la regeneracién debe realirzarse
en dos etapas, variando =1 medio de cultivo en las concentracio-
nes de kinetina v 2,4-D, de tal forma que, la regensracidn de
tallo se d& bajio un equilibrio de éstas v la regeneracion de la

raiz, bajo una concentracidn de kinetina sin presencia de 2,4-D.

4. Aplicacidn de la Mutagénesis en =21 mejoramientode plantas

medi ante técnicas in vitro.

Las mutaciones inducidas han constituido una valiosa
herramienta para los fitomejoradores. Al ampliarse
la variabilidad geneética de los cultivos, han aumentado la
posibilidad de realizar seleccidn con mayor eficiencia en la
gzolucidn de losgs problemas gue presentan los mismos. (19}

La posibilidad de utilizar caracteres genéticos producidos

por mutaciones inducidas, estd basado en la reproduccidén del
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material producido . La base =e encuentra en la posibilidad de
utilizar la oportunidad de duplicacidn del ADN, par inducir
mutacionse v/ o la facilidad en la multiplicacidn 2n masa o
clonal.

For lo anterior, los mecanismos utilizados por las plantas
para su reproduccidn {(totipotencial, pueden ser utilizados para
producir células, tejidos u érganos mutades vy con 21llo nuevos
organismos . For otro lado, @ cultivo in vitro , ofrece la
posibilidad de seleccidn a niveles iniciales de diferenciacidn de
de tejidos tratados con mutiagencs (17).

La wviabilidad del uso de la mutagénesis en la fitotdcnia
para la mejora de cultivares de arroz, trigo, y centeno ya ha
quedado demostrada en diversos paises, entre ellos China,
Checoslovaguia, India, Indonesia, Italia, Japén v lo= Estados
Unidos. Consigui#ndose en total unos 240 materiales,

digstribuidos entre los agricultores entre 1,976 v 1992 (17).

4.1 Induccidn de Mutaciones

La induccidn de mutaciones, puede combinarse con el
cultivo in vitro , con fines de mejoramiento genético. EIl
proceso puede tener varias vias entre ellas:
La primera, pusde consistir en la aplicacidn de mutagenos fisicos
o guimicos directaments a la semilla utilizando la progenie, con
su respective seleccidn, ademids puede seleccionarse 21 tipo de
explante des=adpo, pudiendo ser desde la semilla o parte de esta
hasta estructuras especializadas como anteras, =stilos, tallaos
hojas entre otros,

La sequnda, consiste en la aplicacidn de los mutagenos



directamente a los tejidos gque entrardn al proceso in vitro,
teniéndose la limitante gue los dosis utilzadas deben ser
zignificativamente mas pequefids que las utilizadas en el método
anterioar., Luego puede aplicarse los agentes mutdgenos a los
productos de cultiveo in vitro , tales como callos, células en
suspensidén entre otreos, teniendo =1 inconveniente de gue el
mana2io de los mismos es mucho mas dificil, yva gque presenta =1

problema de la contaminacidn.

4.2 Tipos de Mutaciones Frecuentes

La mutacidn cromosdmica 22 la mas frecuente en esta linea de
operaciones, pudi#ndose dar inversiones y translocaciones
principalmente, é#sto nos indica que una buena porcidn de genes
serin afectados, por lo gue cobra importancia la ingenieria
genética para sobrepasar este cobstaculo gue en la mayvoria de los
casos es desventajoso,

La mutacidén génica pusde presentarse, pero en menor grado
lo que la hace menos importante dentro del mejoramiento gengtico

combinade (17).
IV.2 MARCD REFERENCIAL
3.9 Aplicaciones del Cultivo de Tejidos
Z.9.1 Mejoramiento Genetico

tna de las técnicas mas (Gtiles para 2] mejoramiento genetico
de las plantas, lo constituyen los métodos de seleccidn in vitro.
Mormalmente, los métodos de seleccidn de campo requisren de mucho

trabajo v tiempo. Ademd=s, los resultados pueden ser afectados

por numerosas factores gue resultan de dificil control para el

investigador (2,46,15,).
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Los sistemas in vitro permiten un control de los factores
gxternos a los genotipos, por lo que se pueden cobtener respuestas

mas claras v, ademas permiten la utilizacidn de grandes poblacio—

mn

nes de segregantes para la seleccidn de mutantes. Esto, porque
en vez de utilizar plantas completas, podemos utilizar pequeRas
porciones de tejido o inclusive células en suspensidn (19).

La seleccidén in vitro resulta mas eticiente por su base bio-
quimica de la relacidn planta-sustrato, entendiento comoc parte
del sustrato, la presencia de la toxina de un patdgeno o la sus—
tancia que produce estrés a la planta ({(17).

Los caractsres de importancia agroguimica gue mas facilmente
pueden ser mejorados mediante la seleccidn de mutantes in vitro
HON 3
1) Eficiencia en la utilizacidn de nutrientes esenciales.

2) Eficiencia en la fijacién del carbono y su utilizacidn.

X)) Calidad nutricional del cultiwvo.

4) FResistencia al estrés inducido por bajas o altas temperatu-
ras.

5) Resistencia al exceso de humedad.

&) Resistencia al estrés por inundacidén.

71 Recistencias a toricidad producida por metales o contaminantes

gquimicos.
B) Resistencia a enfermedades.
2! Resistencia a plagas.

I.7.2 Rescate de cruces de hibridos incompatibles
Al realizar las multiplicaciones, los cruces interespecifi-
cos e intergendricos se llevan a cabo transfiriendo valiosos
genes de especies silvestres a especies cultivadas. En eztos
cruces, 22 normal encontrar incompatibilidad, vy resulta en
semillas marchitas conteniendo embriones abortivos.

La falla anatdémica post—fertilizacidn o post-cigética es

referida como esterilidad somatopléstica. Wardlaw dice “en las



semillas abortivas de muchos hibridos interespecificos, las

primeras sefialez de un de=arrclleo anormal tipico, aparecen en el
endospermo”. La falla del desarrollo del endospermo eventual -
mente conduce hacia la desnutricidén y aborto del embrién. Las
fallas postcigédticas pueden resultar de la incompatibilidad
embridn-endospermo, donde =21 buen desarrollo del endospermo pro-
duce toxinas que matan al embridn. El cultivo de embriones hi-
bridos antes de abortar, puede ayudar a socbrepasar las barreras
post-cigéticas (3).

lLa etapa de deszarrolle del embridn al momento del cultivo es
importante: mientras menos maduros son los embriones, méas difi-
cil v compleio serda 1 requerimiento nutricicnal.

Esta técnica =5 mas usada en el cultivo de cersales. Un e—

Jemplo seria, Aegilops squarocosa X Triticum boeoticum plantas
hibridas. Agqui el aborto de las semillas no resultan por una
divisidn nuclear anormal en 21 endospermo hibrido, aparentemente
2l blogque que conduce al endospermo abortive hibride, es efectiveo
entre los dias 5 vy 10 del desarrollo de la semilla. La falta de
sintesi=s de proteinas almacenadoras por el decimo dia, indica que
el aborto del endospermo hibrido se completd. Cerca de 200
emnbriones fueron cultivados en los dias 10-12 v se cbtuvieron &

hibridos viables (18).

3.9.3 Micropropagacidn clonal

La capacidad regenerativa es esencial en la manipulacién ge-
néatica no tradicional v en métodos de cultivo. Debido a la
naturaleza joven del tejido con un alte potencial regenerativo,

los embriones son excelente material para la propagacidén clonal
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in vitro. En las gramineas, aﬂnmaq,laa_planguLas re:ign germina-—
das, == ha perdido su totipotencialidad.

Ambos fendmenos, organogénesis y embriogénesis somidtica, han
Eido inducidas en cereales mayores y gramineas forrageras para
tejidos embriogénicos.

Similar a la induccidn somatica del embrién en zanahorias,
el 2,4-D ha sido probado como 21 mas potente compuesto para esti-
mular la expre=idn de totipotencialidad en cultivos y subsecuen-—
tes cultivos de gramineas {(p.e. maiz, sorgo). Otros reportaron
que la auxina 2,4,5-T era mucho mas potente que el 2,4-D en la
regeneracidn de callos en avena.

lLos callos con su potencial morfogenético, usualmente se
derivan del teijido escutelar de smbriones inmaduros, los cuales
deben ser colocados en wuna superficie de agar con el escutelo
viendo hacia arriba. Cuando los embriones inmaduros se coloca
con el escutelec hacia abajo,en contacto con el medio, el callo
embriogenico, en lugar de desarrollarse del escutelo, lo hace de
la regidn nocdal del axis del embridon en maiz.

Los callos con capacidad organog#nica y embriogeénica, proli-
feraron de la coleorriza de una planta con embriones maduros.

Los callos regenerativos en las gramineas fueron usualmente
compactos v opacos, con superficies suaves. Green (19BZ), obtuvo
callos friables con un alto grado de actividad embriogeénica
derivada de la superficie escutelar de embriones inmaduros de

maiz. El potencial morfogénico se mantuvo a traves de los

subcultivos (15).



3.9.4 Rompimiento de la dormancia y esterilidad de la semilla
La esterilidad se debe a inhibidores quimicos v a la
resistencia mecanica presente en las estructuras gue cubren al
embridn, v no a la dormancia del embridédn. La esterilidad puede
deberse a un desarrollo incompleto del embridn, mutaciones en la
cobertura del embridn, gue puede resultar en muerte del embridn
germinado o un recalcitrante tipo de dormancia. Estas técnicas

=8 basan en los preocedimientos de incubacidn (15,24).

3.10 Localizacidn del Area de Experimentacidn

La investigacién se desarrolld en el Laboratorio de Cultivo
de Tejidos Vegetales y el Centro Experimental Docente de la Fa-
cultad de Agronomia (CEDA), Universidad de San Carlos de Guatema-—
la, Ciudad Universitaria, zona 12, Guatemala.

Segdn De La Cruz 8., J. R. (7)), basado en el sistema de cla-
sificacidn de zonas de vida de Guatemala del Dr. L.R. Holdridge,
el EED# =g ubica dentro de la zona de vida Bosgue Montano Bajo
Subtropical. Los suelos segian Simmons (22), pertenecen a la
serie Guatemala, caracterizados por ser de textura vy consistencia
fran—-co arcillosa friable, formados por cenizas wvolcéanicas. El
CEDA =e leocaliza en la parte sur de la Ciudad Universitaria, 14
34°'51" LN yv 20 33'1&" LW, a una 2levacidn de 1,474 mes.n.m. (22}
Cuenta con una precipitacidén media anual de 1,247 mm y una
temperatura media anual de 18 C. (22)

El Laboratorio de Cultivo de Tejidos cuenta con un area de
recepcidén, un cuarto de transferencia o siembra, equipado con una

camara de flujo laminar de aire , un cuarto de preparacidn
3

&



tie medics con equipo, cristaleria vy reactivos; tambien &mn un
cuarto de crecimiento equipado con sistema de iluminacion v
control de temperatura, estanterias metalicas y dos incubadoras
con conktrol de luz v temperatura. Ademias, cuenta con un sistema

de aire acondicionado.

Z.11 Material Experimental
Variedades de trigo evaluadas
Fara la presente investigacidén se utilizaron siete varieda-

des de trigeo (Triticum aestivum L.}, provenientes de semilla cer-

tificada del Institutc Macional de Ciencia y Tecnolegia Agricola
~ICTA~ de Chimaltenango v RBuestzaltenango. Las caracteristicas
principales de las variedades estudiadas se presentan a

continuacidn:

Z.11.1 Xequijel: Variedad gue crece adecuadamente a 2,130 msnm. vy
a températuras de 19-25 =C. Alcanza alturas de tallos entre 1 ¥
1.1 m. de la base del tallec al extremo distal de la espiga.  La
madurez fisiolégica ocurre entre 123 y 129 dias después de la
ziembra. El peso especifico del grano es de 77.5 kilogramos por
hectolitro (7.75 gr./cc) y tiene un rendimiento gue varia entre

T.5 a 4.3 toneladas por hectarea (F,10).

%.11.%2 Chocoyo: Variedad adaptada a una altura media de 24180
mshm, y temperaturas entre 18-26 =C. Alcanza alturas de tallo
entre los 0.95 v 1.45 m. medidos a partir de de la base hacia la
_parte distal de la espiga. La madurez fisioldgica la alcanza
entre 135-145 dias después de la siembra, por lo gue sg conside-

va como una variedad tardia, su peso especifico es de 76.4
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kilogramos por hectolitro ( 7.6 gr./cc ), posee un rendimiento
gque varia entre 3.5 a 4.3 toneladas por hectédrea. Estd clasifi-
cada como una variedad de porte enano, alta mente susceptible a

las rovas de las gramineas (14).

3.11.3 Balan: Yariedad de trigo semi-suave, recomendado para
alturas entre 1,525 v 1,980 msnm. Su rendimiento promedio es de
3.8%9 tonelada=s por hectarea, alcanza su madurez fisioldégica

a los 120 dias despu#s de la siembra, variedad de madurez media
Peso especifico de 71.88 kilogramos por hectolitro (7.18 gr/cc).
La planta presenta las siguientes caracteristicas:

0.80 m. de altura de talleo, 4-6 tallos por macolla, pubescencia
de la gluma ausente, color del grano rojo, grano de forma oval ,
tallo cremoso, espiga de 0.08B m. de largo, grano sin vitrosidad vy

peso de 100 granos es igual a 30 gramos (10,12).

3.11.4 Comalapa: VYariedad adaptada a alturas entre 1,525 y 1,980
msnm. La altura de planta como promedio es de 0.75 m. Alcanza su
madurez fisioldégica a los 125 dias después de la siembra, varie—
dad de madurez media. La cosecha se realiza a los 140 dias su
peso especifico es 73 kilogramos por hectolitro (7.3 gr/cc). Su

rendimiento oscila entre 2.75-3.25 toneladas por hectareas (F).

3.11.5 Patzdn: Variedad que se cultiva entre los 1525 vy 1980

msnm. vy temperaturas gque oscilan entre 18 y 24 =C. Alcanza

alturas de 0.85 a 0.95 m. desde la base del tallo al extremo

distal de la espiga. Alcanza su madurez fisioldgica a los 120-125
»

dias, considerada como variedad de madurez intermedia, Peso espe-

cifico del grano de 74 kilogramos por hectolitro (7.4 gr/cc).
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Su rendimiento oscila entre 3.5-4.5 toneladas por hectarea

(11,1235

J+11.4 Santa Ana: Variedad de trigo semi-suwave, con rendimiento
promedio de .93 toneladas por hectarea; 465 dias a la floracidn,
122 dias a la madurez ficiolégica , variedad de madurez media,
con 185 dias a la cosecha. Su peso especifico en la semilla es de
7 kilogramos por hectolitro ( 7.6 gr/cc). La planta presenta las
siguientes caracteristicas: altura de 1 a 1.06 m. tamafo de la
espiga de B cm, 4 granos por espiguilla, 16 espiguillas por espi-
ga, grano blanco, tipo de granmo bueno, desgrane de 04X y amacollo

regular (10).

3.11.7 Zaragoza: Variedad de trigo semi-suave, adaptada a alturas
gque van desde losz 1,525 a 1,980 msnm. variedad precoz, grano de
coleor rojo. éAltura de planta de 0.85 m. Alcanza su madurez
fisicldégica al corte con la hoz a los 115 dias ¥ con la combinada
a loas 140 dias. Mo se2 desgrana en 21 campo v no le atectan las
enfermedades de tallo y de las hojas. Tiense un rendimiento

pransedio de Z.432 toneladas por hectdarea (13,14).



3. OBJET IVOS

Evaluar la respuesta de siete variedades de trigo (Triticum
aestivum L.) a la induccidén de callo, in vitro utilizando
embriones inmaduros provenientes de plantas cuya semilla que

le did origen es irradiada con rayos Gamma (Ce=zio 137).

Evaluar al respuesta de siete variesdades de trigo (Triticum
aestivum L.) a la induccién de brotes apicales, utilizando
callos provenientes de embriones inmaduros producidos por

plantas cuya semilla que le diéd origen fue irradiada con

rayos BGamma (Cesio 137).

Evaluar 21 efecto de la irradiacidén Gamma (Cesio 137}, en
1; respuesta a la induccidn de callo ¥y brotes apicales,

utilizando embriones inmaduros de siete variedades de trigo
provenientes de plantas cuya semilla gque le did origen ha

sido irradiada.



4. HIPOTESIS

- Las siste variedades de trigo a evaluar forman callo a partir
de embriones inmaduros, provenientes de plantas cuya semilla

que las origina, =25 irradiada con rayos GEamma.

—~ Las siete variedades de trigo a evaluar, inducen brotes
apicales a partir de callos que provienen de embriones

inmaduros de plantas cuva semilla que las origina, =s irradiada

con rayos Gamma.

- Existe una dosis de radiacidén gue induce mayor formacidn de

callos, independientemente a la variedad de trigo.



1.

1.1

al

b

5. METODOLOGIA
Desarrollo de la Investigacidén

Etapas
Obtencidn de semilla

La seleccidén de las variedades se llevo a cabo tomando
encuenta la distribucidn de las mismas, el grado de
importancia en la siembra de los triticultores, y algunas
caracteristicas proplas de cada una coma, resitencia o
tolerancia a enfermedades o plagas, porte, tamafio de espiga,

rendimiento, adaptabilidad v ciclo de cultivo.

La semilla =s=e obtuveo en el Instituto de Ciencia y Tecnologia
Agricola (ICTA), de los lotes de semilla certificada existen—
te. En =] ICTA de Chimaltenango se obtuvo semilla de las
variedades Comal apa, Balén, Santa Ana, Zaragoza y Fatzan.

En el ICTA de Buetzaltenango, la variedad Xequijel y Chocoyo.

Desarrollo de un Protocolo para Induccidn de Callo y Brotes
Apicales.

Fara poder observar 2] efecto de irradiacidén zcbre la
induccidn de callo v regeneracidn de brotes fus necesario
establecer primero un procedimiento por medio del cual, las
variedades formaran callo y regeneraran brotes. Por lo gue se
hicieron varios ensayos &n blanco, utilizando como base el
protocoalo de Sharma % Gill, al cual s l2 hize una modifica-
idn agregandole 1 mg/l de BAP, en la fase tres, logrando gue

¥
los embriones inmaduros obtenidos de las plantas producidas



con la semilla de las siete variedades, formaran callo vy

regenstaran brotes apicales.

El protocoles de Sharma & Bill modificadeo consiste en cuatro

fases siendo estas:

inmaduros del material a evualuar, sembrandose en un medio de
cultive costituide por MS mas 2 mg/l de 2,4-D vy 0.5 mg/l de
Kinetina. El tismps de cultivo s de cuatro semanas y sSus

condiciones externas son de 26 grados centigrados en la

obscuridad .

agregandole 1 mg/l de 2,4-D y 0.5 mg/l de Kinetina, en este
medio se transfieren agusllos callos que se forman de la fase
anterior La= condiciones de cultivo son de 286 =C a

temperatura constante y obscuridad , durante cuatro semanas.

Irduccién de brotes, los calles que crecen en 1a fase
arierior, se transfieren a un medioc MS, con adicidn de 0.5
mg . de 2,4-D , 0.5 mg/l de Kinetina y 1 mg/l de BAF. Los
macronutrientes en el medio se reducen el S0%. Las

rondiciones de incubacidn son de 12 horas luz y temperatura

de 25 =C, durante cuatro semanas.

stapa antericr sze transfieren a un medic MS, =suplementado con
0.5 mg/l de Kinetina, en el medio basal se raduce azun 30 %

los macronutrientes, en condiciones de cultive de 23 =C y 12



~horas luz, durante cuatro semanas.

Irradiacidn de semilla

El material cbtenido =se prepard en lotes de 100 g, embalados
e identificados en bolsas de papel. S22 utilizaron dosis de
irradiacidén, con rayos Gamma (Cesio 137), las cuales fueron
seleccionadas en base a ensayos en blanco realizados
previamente. Dichas dosis fueron: 5, 10, 15, 20 v 25
kilorads por wvariedad.

Esta actividad se realizdé en 1 laboratorio de MOSCAMED, ubi-
cado en San Miguel Fetapa, utilizando para ello un irradiador

avtoblindado marca HUSSMAN, con almacenamiento en seco.

Etapa de campo

Siembra de la zemilla:

Se realizaron I ziembras con una zemana de interwvalo cada
una, para asi poder contar con material adecuado con un
rango de tiempo mas amplioc. Se hicieron parcelas de 4 m=
seﬁhrandn a "chorrillo" con distanciamiento de 0.5 m entre
surce. En cada parcela habia sembrada una variedad, en cada

surco, una dosis de irradiacidn.

Control de plagas, enfermedades y malezas, fertilizacidn v
proteccidn contra pajaros: Las principales plagas encontra-—
das fueron: Tortuguilllas ( Epilahsna sp.}, Homdpteros,
algunas chinches, para lo cual fue aplicado cada 10 dias
Folidol a razdin de 100 cc/bomba de 4 gln. Dentro de las
enfermedades 6lo =e encﬁntrﬁ roya (Puccinia tritici), prin

ki

cipalmente en la variedad Chocoyo, siendo la incidencia me-
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nor en las otras variedades, para =sto se aplicéd conjunta-
mente con Folidel, Dithane a razén de S0 cc/bomba de 4 gln.
La fertilizacidn se hizo al momento de la siembra, aplicando
triple quince a raz6n de B quintales por manzana, colocado
en banda lateral.

El control de maleza =e hizo en forma manual haciendo en
total tres limpias con espacio de 15 dias cada una.

Fara controlar a los pdjaros fue necesario colocar después
de la siembra un saran de &0 % de luz, sobre los surcos
zembrados evitando asi gue fuera sacada la =zemilla. Este
=ardn se quitd 15 dias después de la siembra, volviéndose a
colocar en 21 momento del espigues (40 dias despuds de la
siembral, colocandose sobre tubos formando un invernadero

a media luna.

Marcacidn:

Se marcaron 12 espigas por tratamiento, cuando éstas presen-
taron un 20% de anteras recién salidas, las cuales mostraban
color amarillo intenso, a 2 cm del pedinculo, desde la hoja
bandera hasta la primera espiguilla.

Cosecha de espigas:

Veinte dias después de la marcacidén, =e procedid a recolec-
tar las espigas marcadas. Dicha recaoleccidn se hizo por la

marana, para ocbtener de ellas las semillas v embriones inma-

duros.

Etapa de Laboratorio

Desgrane de espigas:

Cuidadosamente se eliminaron glumas y lenmas, de jando
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completamentes desnudo =1 grano.
Freparacidn de mediocs de cultivo:
La preparacidn de medios s hizo de acuerdo al protocolo de
Gill modificado. Este protocolo posee como base un medio de
Murashige Skoog, cuyos componentes se muestran en 21 cuadro
4, Las soluciones madre se preparan a distintas
concentraciones: A 10X los macronutrienss, 100X los
micronutrientes v solucidn de hierro, a 1,000 X se preparan
las soluciones de vitaminas—HCI, a 100X el Mioinositol,
agregandose sucroza a un 3%, agar al 0.6 4.
Los regul adores empleados fueron 2,4-D presentacion en polvo
diluido en stanol al 70X, EKinetina, presentacisn en
cristales diluida =n etancl 'y 1a Bencil-amino-purina, la
cual s uktilizd va diluida = agua, El orden de preparacion
del medio fue:s Inicialmente se aford un erlenmeyer de 1,000
ml hasta Z00 ml con agua desmineralizada vy tridestilada.
Ezta fue colocada en una estufa de agitacidén llevandola a
temperatura normal (25 =C ), con agitacidén constante se le
adiciond en =21 orden siguiente: Sucrosa, Macro Nutrientes,
Micro MNutrientes, solucidn de hierro, mioinositol,
vitaminas, reguladores, y se aford hasta 1,000 ml. Lusgo,
s2 adiciond el agar para luego calentarlo v llenar +trascos.
Desinfeccidn de semilla:
Fara écsto se utilizd higoclorito de sodio al 0.325%, sumer-—
giendo las semillas durante 15 minutos con agitacidén conti-

nua, lusgo se aplicaron dos lavados con agua destilada v
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desmineralizada, esterilizada.
Extraccidn v siembra de embriones:

Ern la camara de flujo laminar, con toda la técnica de asep—

Cuadro 4 Composicién del medic de cultivo basal
Murashige y Skoog (MS)a usarse =2n la
induccidn de callos vy brotes apicalecs#,

[ H CONCENTRAC I0ON
COMPONENETES mg /1
NH4NO= £ [l 1,650.000 [
[_iﬂum “ 1,900.000 -h
q_ngzpﬂq 170.000 :]
[' MgS0. 7H=0 t;“ 370. 000 HT
| CaCla. 2Ha0 f-_ 440. 000 {
 FeSOa. THaO j ! 27.800
l NaZEDTA | 37.300 l
H=BOs " 6.200 f
MNS044H:0 I 22. 300
ZNS0a. 7H=0 10, 60O |
| K1 0.B830 hl
NaMaD.a. ZH=0 iy 0. 250
SN R i S T 0.025 |

E COC1 . 6H=0 0.025
VITAMINA=-HCL 0.100 ]
ACIDO NICOTINICO || 0. 500 ]

R R
MIDINISITOL || 100, 000 |
GLICINA || 2.000

#*Tomado de Hurtado M., D.V v Merino M., M.E.

Cultivo de Tejidos Vegetales,

1,942.
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cia (uso de mascarilla, flameado de instrumentos, autocla-
veado de cristaleria y desinfeccién de manos con alcohol -
tilico al &60%), se procedid a extrasr los embriones de las
zemillas. La extraccién de los embriones se realizé
haciendo una escisidn en la parte dorsodistal del grana,
luego haciendo presién lateral se estirpa =] embridn. Lusgo
se fueron colocando cada uno de éstos en grupos de diez por
trasco gue contenia el medio. Los explantes fueron
colocados en la superficie del medio no importande la
posicidn, va que la bibliografia recomendaba un contacto
directo entre el embridn v el medio, por lo gue se hizo un
ensayo en blanco cuyos resultados indicaron que lo
importante es no sumergir el euplante. Los frascos fueron
mRlocados en una incubadora a 25 °C y obscuridad completa,
por un periodo de 4 semanas. En esta fase =ze identificaron
los diferentss tratamientos svaluados, los cuales fueron:
Balan , Comalapa, Zaragoza, Xeguijel, Santa Ana, Patzan,
Chocovo con sus respectivas dosis de irradiacién ©, 5, 10 15
20 vy 25 kilorads, completando en total 42 tratamientos,
constituvendo cada tratamiento 10 frascos con diez embriones
cCada uno.

Transferencia de callos embriog#nicos al medio de
crecimienta:

En la camara de flujo laminar, con toda la técnica de asep-
cia mencionada anteriormente, se transfirieron los callos
obtenidos de la etapa anterior , a los frascos de compota, vy

s2 colocaron en incubadora a 25 =C v &n obscuridad, durante

un periodo de 4 semanas.



Transferencia de callos embriogénicos crecidos al medio de
induccidn vy desarrollo de brotes apicales:

En la cadmara de fluijio laminar, con toda la técnica de asep-—
cia mencionada anteriormente, se transfirieron los callos
obtenidos de la etapa anterior, a frascos de compota, colo—
cindolos en la estanteria con 12 horas luz por cuatro sema-

nas con una temperatura de 25 grados centigrados.

Evaluacidén de la Investigacidn

Variables evaluadas:

- ETAPA DE INDUCCION DE CALLOS
En la fase de induccidn de callo, se calculd:

a. Porcentaje de callos formados utilizando la siguiente
farmul a:

Forcentaje de
callos formados = # embriones con callo X 100
por tratamiento # embriones sembrados

Callo formado es aguel, gque ha formado una masa amorfa
periférica al embrién en la mayoria de los casos.

b. MNamero de callos cremosos
Moamero de
callos cremosos

por tratamiento = sumatoria callos cremosos

Callo cremoso se toma a agquellos callos cuya coloracidn
2 un poco mas opaca gque el calle cristalino.

c« Namero de callos crecidos:
Mamero de

calleos crecidos
por tratamiento = sumatoria de callos crecido&
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Cuando =ze forma el callo este presenta un tamafdo pequefio
mas o menos de 2 o 3 milimetros de diametro, callo crecido
e aguel que scobrepase este diametro.

d. Porcentaje de callos friables=s:

Porcentaje de
callos friables #rallos friables
por tratamiento #callos crecidos X 100

La conzgistencia de un callo friable es de apariencia de
esponia, en contra posicidn el compacto es sdlido.

" ETAFA DE INDUCCION DE BROTES AFICALES

e. Mimero de puntos verdes:

Namerao de

puntos verdes = Fromedio de puntos verdes
del callo con mayor y me- X Nimero de
nor numero de p. verdes callos

Ern algunos tejidos de plantas es dificil tomar esta
variable. En trigo se hace un estimado ya que los puntos muchas
veces forman manchas verdes porgue estan muy unidos. En las fases
iniciales es mas facil determinar 1 nimero de puntos verdes como
promedio, para lo cual se toma la lectura del callo que presente
mayor v menor cantidad de puntos verdes para sacar un promedio.

. FPorcentaje de Brotes Inducidos:

Forcentaije de

brotes Inducidos numero de Brotes
por tratamiento = numero de embriones X 100
sambrados

Brote apical es cuando =21 punto verde se ha desarrollados
por lo menos un milimetro.

gd. Relacidn brote Inducido por puntos verdes:

Rel B.Ind./pto.verds = # de brotes
# pts=.verd.
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h. Relacidn brote Inducido por callo

formado:

Relacidn Brote Inducido Nimero de Brotes
por callo por tratamiento MNimero de Callos

4.2 AMALISIS DE LA INFORMACIOM:

El analisis se realizd en forma descriptiva, tomando como
base del razonamiento estadisticos como la media y el porcentaje
para cada una de las variables mencionadas: porcentaje de callos
inducidos, porcentaje de embriones fenolizados, nimero de callos
cremosos, ndmero de callos cristalinos, numero de callos
tenolizados, nimero de callos crecidos, porcentaje de callos
friable=s, porcentaje de brotes apicales inducidos, relacidn brote
inducido por embridn, relacidn brote inducido por punto verde,

relacién brote inducido por callo (descritos en =1 literal 4.1},



&H. PRESENTACION ¥ DISCUSION DE RESULTADOS
H.1. Respuesta de las Yariedades:

&.1.1 Induccidn de Callo
Como pusde observarse en el cuadro 5 v 8 (pag.37 v 41) v figura 1
ien pag 42), las variedades se comportaron con un patrdn moy

gimilar para cada variable, en tal sentido encontramos que:

l.as siete variesdades esvaluadas responden bien a la formacidn
de callo. Se encontraron valores porcentuales en un rango de
F4-100%, observandose gue las varisdades Comalapa, Santa Ana,
fegquijel v Iaragoza reepﬂndie%nn con un valor del 100%; la

variaedad Chocovo presentd el valor porcentual més bajo siendo

-

éste un 4% (ver figura 2 del anexo).

La caracteristica de friabilidad observada en los

callos formados por las siete variedade=z presentaron un

valor del 100%, a excepcidn de la wvariedad Chocoyao que presentod
el valor mas bajo siendo este del 98%. Como puede observarse, a
pesar de ser el més bajo se encuentra en una categoria muy
gsimilar a la respuesta del resto de variedades. (fig ¥ del
anexo)

H.1.2 Induccidn de Brotes Apicales

El porcentaie de bhrotes apicales mostrado por las variedades
cecila en wun rango de 50-4% unidades. Como podemos ver, las
siete variedades posesen capacidad de induccidn de brotes. La
variedad Patzin mostrdé mayor capacidad de brotacidn ha%iéﬁdnse

ohservado en promedio &0 brotes apicales por cada 100 embriones
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mientras la variedad Comalapa presentd =21 valor més baijo en la
induccidn de brotes (50 brotes apicalegfjﬂﬂ embriones.}, el
resto de variedades se mantuvieron en valores muy cercanos a la
media la cual fue de 59 brotes apicales/100 embriones tratados.
Para poder apreciar de una forma cuantitativa, =1 grado de
induccién de brotes apicales de las variedades, se calculé la
relacidn porcentual entre brotes inducidos por callo formado,
encontrandose un rango entre 50— 724 , cuyo valor mas alto
corresponde a la variedad Fatzin v 21 mas bajo para la variedad
Comalapa. 8i nos damos cuenta, este resultado concuerda con
los resultados obtenidos 2n cuanto a induccidn de brotes. (fig 7

del anexol.

CUADRDO S Resumen de resultados para las diferentes
fases realizadas, tomando los datos de los testigos

=

5 b % * REL %

C = C F. B B

. (] R a W ! r
TRATAMIENTO L. I = a, ES o
(1) (2) 3] t4) (5) (&)

Ok Bal an 8 100 B =] &0 59
Ok Comalapa |[100 |100 [100 9 50 50
0K Chocaovo 74 28 24 a8 =8 o9

O =1 O

OK. Patzidn g8 |100 94 10 72 69
Ok Santa Ana|100 100 [100 i 4 &0 &0
OFK Xequi jel 100 |100 [100 14 &0 &0
OK. Zaragoza |[100 100 (100 12 &0 &0

(1)= Porcentaje de Callos Inducidos

(2)= Forcentaje de Callo Friable

(Z)= Forcentaje de Callo Crecido

(4)= Media de Puntos verdes por Callo

(5)= Relacidn Forcentual entre Brotesz Inducidos y Callps.
(4)= Porcentaie de Brotes Apicales Inducidos



La cantidad media de puntos verdes encontrados en las sietes
varigdades mostraron un compartamiento en valores més bajos vy
méas altos entrs 8 v 14 puntos wverdes por callao, sin embargao los
valores mds altos no corresponden a las variedades que formaron
mayor cantidad de brotes. Por obtro lado, la cantidad de puntos
verdes de las variedadssz Balan, Xequijel, Santa Ana v Iaragoza
i85, %, 14 v 12 respectivamente), no afectan la cantidad de
brotes formados por estas variedades (&0 para todas!).

FPor lo anterior, se deduce gue no existe alguna relacidn entre
la cantidad de puntos verdes y la capacidad de induccion de
brotes apicales de las diferentes variedades avaluadas,

Fara poder hacer una preaen#atiﬁn y oun analisi=s bastante
descriptiva, s= pressntan los resultados en el cuadro 5 en

forma de rezumen tomando las principales variables.

4.2 Efectn de Radiacidn Gamma

Fara poder interpretar los resultados cbtenidos, se presenta sn
los cuadros &, 7,8 (pag. 39,40,41) , un resumen de las
principales variables analizadas, pudiendo cbservar que el
comportamients de laos resultados atiends principalmente al
efecto producide por la dosis de irradiacidn, y en menor grado
al efecto de la variedad, yva que si observamos los resultados
de los cuadros 10,11 v 12 graficadeos en las figuras 2,3,4,5,6 v
7 del anexo en donds aparecen los resultados generales, se
determina un patrén muy similar en cada variedad. Ademas
puede observarse el patrdn de comportamiento en la figura

nimero- 2,3,4 vy I del anexo.



&4.2.1 Induccidn de Callo

—-La formacidén de callo oscilé en un range de 5B y 100 %,
correspondiendo los valores mas bajos a las irradiaciones mas
altas, es decir a 20 v 25 kilorads. En 21 cuadro cinco se
presenta un resumen de medias por dosis, pudiéndose clasificar
por categorias alta (tendientes al 100%) dosis de 5, 0, 10 v 15
kilorads, media (tendientes a la media general 8%9), la dosis de
20 kilorads, y por altimo la categoria baja cuyo valor tiende a
alejarse, haciéndose mis pequefo que la media general, la dosis
de 25 kilorads (ver {figuras 2 v 4 del anexo).

D2 manera general, podemos apreciar gque la irradiacidn tiene un
efecto negativo scbre la formacidn de callo siendo mas marcado
este efecto, cuanto més alta es la dosis de irradiacidn.

LLa caracteristica de coloracién de los callos producidos, puede
ser un indicativo sobre la friabilidad esperada del callo, vya
que en base a ésta podemos determinar la cantidad de callos
friables que pasardn a la siguiente etapa. En el cuadro siete
podemos apreciar que las medias se comportan de igual forma que
para la variable callos formados, variando en que en la
categoria media estaria la dosis de 15 kilorads, y en la baja

los tratamientos de 20 v 25 kilorads.
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Cuadro &: Resumen de medias de las diferentes
variables, correspondientes a las dosis de
radiacidn de la fase uno.

Variable M=dia de Media de
% callos % callos |
formados Cremosos
Tratamiento
== R =
0 Kilorads i) g9
9 KEilorads 100 100
| 10 Kilorads Q& 0o
15 Kilorads 985 g
20 Kilorads (=12 =5
" 23 Kilorads &4 4.0

=~En la etapa de crecimiento de los callos formados, las
principales wvariables: callos crecidos y porcentaje de
friabilidad de éstoz, nos indican gue loz mejores resul tados
segun cuadro &, se encuentran en las dosis de 0 v S kilorads
Cuadrno 7: Feszumen de medias de las diferen-—

tes variables consideradas en la fase dos
para las distintas dosis de radiacién

Variable Mamero de Forcentaje |

callos de
Crecidos Friabilidad
Tratamiento (Medias) (Medias)
l o kilorads (1 488  UE: oo
‘ 5 Kilorads 100 100
10 Kilorads Be 74
185 Kilorads 74 78
20 Kilorads 00 00
25 kKilorads o0 Qe
mientras las dosis de 10 v 15 kilorads pressntan buenos #

resultados aungue =sean mas bajos comparativamente con el resto.
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CUADRD 8 Resumen de resultados de las distintas fases

Variable| % R = b 4 REL.. % %
C F C P. H E
fal R a W i r
L. I e a2, C a]

Tratam. {13 2) (3 (4} {5 (&)

O Bal an 8 P ]

SK Balan 100 (186 (188 | 8| 98 94
10K Balan 20 B& 85 B 44 9
15K Bal an 96 74 70 7 30 21
20K Bal an 0 4& 0 0 0 B+
25K Bal an =3 0 0 0 0 0

{

Ok Comal apa = ‘

Sk Comalapa {88 igg {88 13 38 ?8
10K Comalapa {100 g0 |100 & 3 36
15k Comalapa o2 Ba 81 Z 30 24
20K Comal apa BE 72 Q (5] 0 8
25K Comal apa 70 ) 0 0 0 0

OF Chocoyo X l

5K Chocoyo 133 138 133 3 fg §g 1
10K Chocovo 100 |100 o2 & 43 40
15K Chocoyo a8 0 78 3 31 24
20K Chocovo 100 74 (8] 0 ] 0
25k Choooyo ! 0 0 0 Q 0

O Patzdn 28

100 FéE 10 72 o

S5k FPatzin 100 (100 [100 11 90 0
10K Fatzan 98 9B 28 S 39 8
15K Patzin 74 82 22 pu X5 aa
20K Fatzan 0 & (¥ 3] 0 0
25K Patzan &2 (i) L8 0 0 O

b

Ok Santa Ana

S5k Santa Ana 188 {88 }88 3 EB 38
10K Santa Ana| %0 go 20 K] 32 z9
15k Santa Ana| 78 T b = 42 22
20K Santa Ana| 92 72 o 0 ¥ 0
25K Santa Anal| &2 0 O 0 0 0

QK Xequi i=sl "

sic xequiser {180 {188 {188 | 12 | &8 86
10K ¥equi jel 100 24 70 10 54 =B
15K Xequi jel 92 a8 53 s &0 aa
20K Xequi jel 90 | &é 0 0 0 0
25k Xegui jel &2 O 0 Q Q 0

Ok, Zaragoza .

5k Zaragoza 13) HH }88 i@ 88 1 8
10K Zaragoza | 92 | 84 | 92 7 aé 2
15K Zaragoza |[100 0 a9 5 28 89
20K Zaragoza 70 bé Q o 0 LB
25K Zaragoza 72 L] O 0 3] O

—eTm= T — ————— é
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{1)= Porcentaje de Callos Inducidos

{2)= Porcentaje de Calle Friable

{2)= Porcentaije de Callo Crecidao

(4= Media de Funtos Verdes por Callo

(5)= Relacidn Forcentual entre Brotes Inducidos vy Callos.

{&)= Porcentaje de Brotes Apicales Inducidos

4.2.2 Induccidn de Brotes Apicales

— La fase de induccidén de brotes apicales dié como resul tados
los expresados en terminos medios del cuadro 9, de los
cuales podemos cbservar que el comportamiento de la dosis
de 5 kilorads fue mejor gue el resto de dosis, tanto en can
tidad de brotes inducidos, como también el porcentaje de e—
ficiencia en cuantoc a brotes inducidos por callos formados.
En segundo lugar, encontramos a 0 kilorads, existiendo una
diferencia entre el primeroc y éste de ié& unidades en cuanto
a brotes apicales, mientras la eficiencia difiere en 17
unidades porcentuales, como términos medios generales.
Las dosis de 10 y 15 presentaron resultados mucho més bajos
gue las dosis de 5 yv 0 kilorads.

Cuadro % Resumen de medias de= los datos

obtenidos en la fase tres, correspondiente
a radiacidn.

W=. Variable Media de Media de la
Brotes Relacidén entre
Inducidos Brotes/callos
ITratamientn tunidades!} {porcentajel
0O Kilorads 59 59
S5 Eilorads 7 1o Fi-
10 Kilorads 38 43 }'
15 KEilorads 24 4
20 Kilorads (a18) 00
“ 25 Kilorads 00 00 | i
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Ts CONCLUSIONES

LLas wvarisdades de trigo Balan, Comalapa, Chocoyo, Fatzdan,
Santa Ana, Xequijel y faragoza tienden a responder a la
induccién de callo y brotes a través del cultive in vitro
de embriones inmaduros, en el medio de Sharma % Gill

modificado.

Las dosis de radiacidn , mostraron un efecto sobre la
induccidn v crecimiento de callo induccidn de brotes
apicales. Este efecto se observa en la presente
investigacidn pudiendo ser diferentes en otros estudios

=imilare=s gue se hagan, ya gque las mutaciones son eventos al

AZAar .

A dosis mayores de 20 kilorads la tendencia a la induccidn
de callo 2s baja en las siete variedades evaluadas y el

calleo inducide mostrd wun desarrollo nulo.
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8. RECOMENDAC IONES

Realizar investigaciones utilizando =1 protocola de
Sharma % Gill modificado, con las variedes de trigo,
Eatz&ﬂ, Comal apa, Xeguiijel, Santa Ana, Zaragoza, Balan y
Chocovo, llevandolas hasta la fase de regeneracidn de

plantas.

Fuede utilizarse la radiacidn , para estimular la
formacidn vy crecimiento de callos friables, v brotes
apicales, en la multiplicacién in vitro, a través de

embriones inmaduros de las variedades svaluadas.

Mo utilizar dosis mavores de 20 kilorads en reproduccidn
de trigo por via in vitro,  a través de embriones

imnmaduros .
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Cuadro 10, Medias por tratamiento de los resultados obtenidos en la primsera fase.

—==== Ly P BT ES S T
EMBRIONES § CALLDS EMBR1ON NUMUMERD DE CALLOS POR COLOR
HUNERD TRATAMIENTO SEWBRADDS § FORMADOS § FENOLIZADD § CREMDSOS -  CRISTALINOS
1 0K Balan 100 58 ? 78 0
2 SE Balan 100 100 0 100 0
3 10K Balan a0 90 10 B3 §
4 15K Balan 100 95 4 ] 0
N 20K Balan 100 90 10 43 47
[ 25€ Balanm 100 58 42 12 44
A= = wEE Awr T _—--—-=E e
7 Ok Coealapa 100 100 0 100 0
8 5K Conalapa 190 100 i} 100 0
R 10K Comalapa 100 0o 0 100 0
i 13K Conalapa 100 92 8 Bl i1
il 20K Comalapa 100 Ba 12 48 40
12 23K Comalapa 100 70 ki) &8 Z
13 0K Chocoye 100 94 b 100 0
14 9K Chocoyo L0 100 i 100 0
13 10K Chocoye 100 100 0 §2 B
16 15K Chocoye 104 ] 12 78 10
17 20K Chocoyo 100 100 0 52 48
18 25K Chocayn 100 b .34 i7 17
&.:—..—.:—- et ——— e ————— S WP“_—J
19 0K Patzin 100 98 2 9 3
20 3K Patzin ] 100 0 100 0
Fi 10K Patzin 100 %8 2 78 0
¥y 13K Patzin 100 74 § 32 4
3 20K Patzin 1) 1] 10 5 k1]
i 25K Patzin 100 62 i) 0 b2
] 0K Santa #na 100 100 0 100 0
26 5K Santz Ana 100 1on ] 100 0
i) 10K Santa Ana 100 0 ] 0 0
Fi:] 15K Santa fna 100 98 ? 53 45
9 20K Santa Ana 100 272 f 85 1
30 25K Santa fna 100 b2 38 3 25
| 0k Kequi jel 1610 100 ] 100 0
n 5K Tequi jel 100 100 0 100 0
] 10K Xequi jel 106G U] ] 0 0
T4 158 Xequi jel 100 92 B 53 e
35 20K Nequijel 106 50 10 55 b
b 23K Nequi jel 100 42 1] 53 g
e i.id T S T S e e e femfenpentpep e
h¥) 0K laragoza 108 1o ] 100 0
38 5K laragoza ] 100 0 100 0
R 10K laragoza 100 52 g 92 0
40 15K laragoza 100 100 0 By 11 .
H 20K Ilaragoza 160 1 30 48 2 :
42 25K laragoza 100 T2 8 bb [}
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Cuadro 11 Medias por tratasiento de los resultados obtenidos en 1a fase dos.

CALLDS CALLD I FORCENTAJE CALLOS JPORCEMTAJE DE CALLDS
HiMERD TRATAMIENTO SEMBRADOS RFENOLIZADOY DE CALLDS CRECIDOS |FRIABLES - COMPACTOS
l K Balan bl 00 38 9% 100 o
Z 3k Balan 100 00 100 100 100 L]
3 10K Balan 70 1] 50 B3 B85 05
4 15K Balan 74 o 9% T 73 2
5 20K Balan 90 90 30 0 00 100
B 23K Balan 1] bl 58 L] L] 100
7 0K Comalapa 100 00 100 100 100 00
B 5K Cosalapa 100 0 100 100 100 1]
g 10K Comalapa 100 o 100 100 100 00
10 15K Comalapa 92 1] 72 8l Ll1] i
11 20K Cosalapa BA BA Be 1] 1] 100
12 25K Comalapa m 10 10 o o0 109
13 0K Chocoyo 74 a0 74 74 100 oo
14 5K Chocoyn 100 L] 100 10 100 ]
15 10K Chocoye 100 00 100 72 92 08
16 15K Chocoyo Be 00 -1 ] B9 i1
17 20¥ Chocoye 100 100 o0 oo ] 160
18 23K Chocoye &4 1] b4 o0 o0 100
19 0K Patzin 78 00 98 9% 9 |
0 5K Patzin 100 1] 0o no o0 00
2l 10K Patzin bl 1] 98 kL 100 o0
12 15K Patzin b 1] % 92 9 04
23 20K Patzin bl k1] 50 00 o0 100
%4 25k Patzin 2 b2 b2 ] 00 100
23 0K anta fna 100 00 100 100 160 ]
Fi] 5K Santa dna 100 00 100 100 100 ]
) 10K Santa Ana 0 1] 90 a0 100 00
pi:] 15K Santa fAna 78 0f L 33 ] &b
i) 20K Santa fna 52 92 52 on o0 100
30 25K Santa Ana b2 62 &2 o0 0 100
= e i — X IL-'_-----------"" ==
H 0K leguijel 100 [111] 100 100 100 o0
n 5¢ Yequijel 100 0 100 100 100 on
3 10K Xequi j=i 100 00 100 10 10 10
K1) 15K Yequi jel 92 00 92 53 58 42
b 20K Yequi jel g0 a0 50 1] 00 100
I8 25K lequi jel 62 b2 b2 ] oo 100
b4 0K laragoza 100 00 100 10k 100 L]
38 5K laragoza 100 0n 100 100 100 0
19 10K Iaragoza 92 o0 92 72 100 ]
&0 15K laragoza 100 00 100 By BY 5
i1 20K Taragoza 70 10 L] 0 00 100 4
L¥i 23K Taragoza 12 v==zi____h12_ i} 00 109
__—*—:—ﬁ-—-m;ﬁ =R R e R
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Cuadro 12. Resulados de la fase tres, expresades en medias por tratasiento,

NUKERD DE CALLDS BROTES RELACION BROT{FROMEDID DE

NUMERD TRATAMIENTO TRANSFERIDOS REGENERADAS [REG/CALLOTRAS{PPTO.VER/TRAT
1 0K Balan 98 39 .11 B
2 5K Balan 100 10 70 ]
3 0K Balan 83 i L1 B
4 15K Balan 10 2l 30 1
5 20K Balan L] 1] 0 0
[ 25K Balam 0 00 i} f

- & ¥

1 0K Comalapa 100 ab 50 9
8 5K Comalapa 100 70 T 12
9 10K Comalapa . 100 36 16 [}
10 15K Comalapa Bl L bi1] 3
il 20K Comalapa 0 00 0 0
12 25¢ Comalapa 00 o0 f 0

—=== J" ===== —I—'m====l-:=ﬂ

== se=== 2

13 0K Chocoyo 74 7 58 8
14 5¢ Chocoyo 100 bl 70 8
13 10K Chocoye 72 L) 43 ]
14 15¢ Chocoyo 78 L} 31 3
17 20K Chocoyo o0 00 0 0
18 25K Checoyo 00 og 0 0
19 Ok Patzin ] b9 12 10
0 5K Patzin 100 0 0 i1
pi 10K Patzin 78 I8 3 |
s 15K Patzin 92 32 35 5
A 20K Patzin ] ] 0 0
il 25K Patzin L] of 0 0

s 0¥ Santa Ana 100 &0 (1] g Iﬂl'
pi 9K Santa fna 100 bl &0 8
b 10K Santa Ana 0 Fi | n 3
28 15K Santa fna 53 ] 42 3
Fi ] 20K Santa fna 1] 00 0 0
10 25¢ Santa Ana o0 00 0 0
H 0% Xegui jel 100 1] &0 14
2 5K lequi jel 100 80 Bo 16
B 10K Yequijel 70 38 L 10
k1| 13 fequijel 53 52 &0 1
35 20K Yequijel o 1] 0 0
36 25K Yequi jel 00 on ] 0
LY 0K laragoza 100 &0 &0 12
38 5K laragoza 100 %0 ] 19

n 10K Iaragoza 92 L] a0 1 1

i 15K laragoza 89 28 H 3 :
41 20K Iaragoza o 00 0 ]
LY 23%. laragoza o0 o0 0 0
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Fig.2 COMPORTAMIENTO DE LAS VARIEDADES

EN CUANTO A LA VARIABLE 7 DE CALLOS
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Fig.3 COMPORTAMIENTO DE LAS VARIEDADES

CON LA VARIABLE 7 DE FRIABILIDAD
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Fig.4 COMPORTAMIENTO DE LAS VARIEDADES

CON LA VARIABIE 7 DE CALLOS CRECIDOS
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Fig.h COMPORTAMIENTO DE LAS VARIEDADES
CON LA VARIABLE MEDIA DE PUNTOS VERDES
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Fig.6 COMPORTAMIENTO DE LAS VARIEDADES
CON LA RELACION PORC. BROTES/CALLO
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Fig.7 COMPORTAMIENTO DE LAS VARIEDADES

CON RELACION PORCENTAJE DE BROTES
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