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EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA INDUCCION DE CALIO Y REGENERACION

DE FLANTAS EN EMBRIONES INMADUHGS DE TRIGO (Triticum aestivum L.) EN LAS

VARIEDADFS C.'IO(DYO b4 XEQI IJEL.

MEDIA CULTURE EVALUATION FOR CALLUS INDUCTION AND PLANT REGENERATION FROM
_INMATURE EMBRYOS OF WHEAT (Triticum aestivum L.) VARIETES CHOCDYO AND

XEQULJEL.
3

RESUMEN -

En la presente investigacidn se evalud la respuesta de los embrionés in-
maduros de las variedades de trigo Ghocoyo N Xequijél a la induccitn dé callo
¥ regeneracidén de plantas in vitro.

Los medios utilizados para evﬁluar la respuesta a la induccién de callo j
de los embriones iqmaduros fueron N6, MS y Papa I los cuale; se.utilizaron :
s6lidos {gelificados) y supleﬁentados cada uno cbn los reguladores del crecl-
miento #cido Naftelenacetico (ANA), 2,4-Diclorofenoxiacético (2,L4-D) y Kineti-
na en ocho combinaciﬁnes.

.Los cﬁltivos se incubaron a temperatura'de 28° Centigrados en la obscu-
.ridad por un perfodo de 14 dias, luego del cual los callos obtenidos se tran-
firieron a medios sélidos de regeneracidn de plantas. Estos estuvieron cons-
tituidos por el medio Murashige y Skoog (MS), suplementado con &cido indola-
cético (ATA) en concentraciones de 0.5 mg/l y Kinetina en concentracién de
1 mg/l. Los callos en medios de regeneracidn de plantas se mantuvieron bajo.
luz continua a temperatura de 289 Centigrados dﬁrante L semanas.

La mayor respuesta en la induccidn de callo se obtuvo con las dos varie-
‘dades de trigo, Chocoyc y Xequijel utilizando cualesquiera de los medios ba-
sales N6, MS y Papa II, suplementados con 2 mg/l de Z,h—D'mag O.S.mg)1 de ANS,

' No se logro obtener regeneracidén de plantas a partir de los caiioa indu-
cidos, habiendose usado el medio basal Murashige y Skoog y lqﬁ_regulédores
del crecimiento Kinetina a una concentracién de 1 ng/l y AIA a una eoncentra-

eién de 0.5 mg/1.







I. INTRODUCCICHN

El trigo (Triticum sestivun L.), es junto al frijol y malz la base de la

alimentacién en la dieta de le poolaclon‘Guatemaltgca. El cultivo es afectado
por plagas y'ehfermedades, las cuales 1imit§n su rendimiento. El incremento
de este es de fundamental 1mpcrtancia N puede 1orrarse mediante el uso de
- v
’ iilénicas de mejorariento modernas, creando variabilidad en variedadas ya esta-"'
;;;cidas..'Dentro de las tecnicas de mejoramxento de plantas, actualmente se
estd desarrollando el mejoramlentc in vitro, que conﬁempla el cultivo de par-
tes de plantas (hojas, talles, yémas, méristemos), el cultivo de anteras, cui-‘
~tivo:de embriones-e‘ingeﬁieria venbtica,

Con €l cultive de embriones inmaduros, se;puede crear variabilidad y mejo-
far las caracteristicas de rendimiento, resistencia dé plagas, enfermedades_j oA
otras que se deseén.mejorar en el trigo.

- Con elle se puede 1ograr el incremento de la preduceiln nacicnal al contar
con variedades mds rendidoras y con caracteristicaé deseables,

En este trabajo se reporta la evaluacion de la respuesta de dos variedades
de trigo a la induccién de callo y regeneracion de plantas utilizando diferen-
tes medics de cultiyo a partir de cultive de embriones inmaduros, siendo las
variedades evaluadas: Chccoye y Xeqqijel.

Se ubilizarcon las vériedades Chocoyo y Xequijel ﬁor su adaptacién al alti;
plano de Guatemala. Il estudio se 1levd a cabo en el Leboratorio de “ultivo

de Tejidos, Centro Experimental Docente e Invernadero de la Facultad de Agronc-

nia db 1a Universidad de San Carlos de Guatemala.




1.

2.

2, HIFOTESIS -

Las dos variedades dé trigo a evaluar tienen lﬁ misma cap.acidad' parsa
inducir callo a partir de embriones inmadurcs y rerenerar plantas’

independientemente dé lcs medios de cultivo,

Existe al menos un medio de cultive en el cual se cbtendra una alta

frecuencia en la induccidn de calle y reéeneracién de plantas.
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3.

h.

5. OBJETIVOS

" Evaluar la respuesta de las variedades de trigo Chocoyo y Xequijel

a '1a induccién de callo a través del cultivo de embriones inmaduros.

Evaluar la respuesta de los callos inducidos de las variedades Cho-

* coyo y Xequijel a la regeneracidén de plantas.

Evaluar el efecto de medios de cultivo en la induccidén de callo en

_embriones inmaduros de las variedades de trigo Chocoyo y Xequijel.

Evaluar el efecto de medios de cultivoe a la regeneracién de plantas

- a través de callos indicidos de las variedades de trigo Chocoyo y

Xequi jel.
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-4, REVISICH BIBLICGRAFICA

1. Cultivo del trigo (Tritieum asstivum L.)

1.1 Importancia del cultive

- E1 cultive del trige 2s uno de los mas importéntea, pue& este
cereal, el mafz y el arroz constituyen la base agricola del mundo.
~ Con el sumento de la poblacién y los progrescs de la clencias agrond--
micas, su cultivo se ha ido difundiendo cad# vez mas por los palses de tedos
los centinentes, sobre todo en.“mérica dﬂl_ﬂorte,.ya que en los Estadcs Unidos
7 en el Canadh se cultivan grandes extensiones. Rusia, Canadé, México, Argeﬁ—
tiné, #ugtralis, Nueva <elanda, India, Espafia, Francia e Italia son los ?ai- ‘

ses que mayor cantidad de trige preducen (5).

1.2 Origen del cultivo

De la hipbtesis acerca del origen del trigo, la mas aceptada es la
de De Candolle, quien indica que es originario de Asis Occidental, de las
regi&nesvprbximas al Eufratés, donde crecia expontaneamente en epocas remo-
tas y se han encontrado hace poco tiempo plantas de trigo silvestre.

Su cultivo se remonta hasta antes de la Era cristiana, pues fué de lcs
primeros cultivos gue doméstico el hombfe. Por facilidad dé su cultivo'y'
su facil éprovechamiento como alimento se incrementd en tode el mundo;

" Los chincs lo cultivaron 2,800 afos.antes de Jesucriste, en Egipto se
cultivaba hace mé&s de LOOO afos; eﬁ Hungria'era.conocido entre los pﬁeblos
més antiguos; segin antecedentes. También s coﬁocig por los Iberos de tal
‘manera que desde hace mucho tiempc, el trigo se cultivaba en una zona inmen-
S8, qué se extiende desde la China hasta la Peninsula Ibérica.

En Guatemala 1o.introdujeron los eépaﬁoles y su cultivo se dispersd
por diversas zonas agricﬁlas de la reniiblica y en la,actualidad hay fegio—

nes perfectarente definidas en las que se cultiva 21 trigce, (5).



2. Zonificacidn del cultive

Guatemala cuenta con Areas aptas para el cultiv@ del trigo. las
‘ireas de mayor importancia en produccién estén gnﬁarcadas en los departa-
'mgntos de: Chimaltenango, Quetzaltenango; Sanrnércos;-Sololé, Totoﬁicapan,
Hnehuepenahgo_y Quiché., (En el cuadrc 1 se puede ver la produccién nacio-
nal de trige por departamentc). : : .

Sﬁ cultivo en parcelas pequelas de tierra hace que existan sproximasa-
mente Ll4,BLB fincas las cuales pars 1986 tuvieron una superficie sembrada de
26929 hectéreas.~ Cax

Potencialmente se cuentg con unas 70000 hectareas que comprenden les
departamentos de::Quetzaltenango; Sgm Marcos, “olold y Totonicapan para el
cultive de trigo (sctualmente con malz) este resultaria en la autosuficien-
éia de trigo paralla produc§i6n del pan para los gﬁatemaltecos. (Eﬁ el
cusdro 2 se puede ver el area, produccidén y rendimiento de trigo a nivel

nacional).

3. Cultivo de tejidos
Las primeras experiéncias para mantaner'vivos érgancs aislados r

se realizaron hace mis de 130 afios ﬁon segmentos de cola de renacuajo.

Los primeros trébajcs en cultive in vitro se deben al aleman Haberlandt,
fisidlogo vegetal, quien lo anuncié per primera vez en 1502, -

Haberlandt logrd mentener vivo durante varios meses, 3in mﬁltiplicacién
celular un conjunto de.células (frégmentcs de tejidos vegetales) utilizando
un redic de Knop mejorado. |

gn.1902, Alexis Cérrel obtuve un cultive indefinido de células de co-
Tazbn de embrién de pollc. | “ | |

En 1922, W. J. Robbina y W. Kott conservaron Un cultivo de apices de

raiz durante 6 meses (los Pragmentos crecieron algunos milimetros hasta



CUADED1 . Produccién y rendimiento nacional del ecultivo de trigo

affo 1,992f
Departamento “Superficie ~ Producelon Ton/ha
' : (ha) {toneladas
métricas)
Quetzaltenango | 3962.09 | | 9056.73 2.27
Totonicapan 2389.43 3980.h4 1.65
Chimaltenango 1553.63 2747.16 1.76
Sen Marcos 16658l 2856,27 1.71
Huehuetenango 664,27 1842.91 2.77
Solold L2 1100.73 2.28
Sacatepéquez 52,93 - 1bk.79 :‘2.73
Quichd 65,87 122.01 1.7
Jalapa 376,03 917.26 2,43
Guatemala 9.60 31.61 3.29
Santa Rosa 0.9C 0.00 0.00
Baja Verapaz 0,00 0.00 0.00
Jutiapa 0,00 J.00 - Q2,00
Totales 11228.97 22749.91 22,6k

FUENTE: Gremial de Trigueros.



CUADRO 2. Area, prcduccidn, rendimiento de trigc en Gustemala

periodo:: 1979-1980- 1592-93

#ﬁo.agriCO1a.. ‘. cﬁz:ihada ' (mzizgu:;ig? E.). R?zgi?iz?to.
(niles de ha) . |
990 a5 57,44 1.8
1580/31 | oo 15,35 1.k
1581/82 | 31.3 R R 1.3
1982/83 29.65 | §2.00 1.4
1983/8L 33,18 Sh.b 1.6
1584/35  ope 49.98 1.5
1935/3%6 31.5 €3.00 2.2
1986/87 3.2 53.00 1.6
1987/38 B W Sl 1.6
199839 282 42,8 1.5
1989/90 T 19.%6 | 32,0 1.7
1590/91 . 18.9 | 22,6 1.5
1591/92 15,19 21,9 1.4

1152/93 14,00 19.9 1.k

FUINTE: Instituto ilacionsl de Estadistica, Gremial Naional ds= Trigueros
Y Banco de Guatemals,

1/ Comprende el perfcdo diciembre de una aRo a noviembre del sipuiente.
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5-6 cm.) ((14) -

P. R. White obtuvo por primera vez el cultivo de apices de raices de
tomate ig.gizgg_utilizando para ellos medio 1iquido con sales minerales,
extracto de 1evadufa ¥ azficar; debido al éxito logrado se hicieron mas es-
fuerzos con cﬁltivos de tejido vegetal, (14) |

En 1934, R.J. Gautheret obtuvo a partir de tejidos de meristemos una pro-
lifergcién de tejidos, pero sblo por 8 meses. En 1939, el mismo investigadof
obtuvo un cultivo indefinido de tejidos de zanahoria.

El mismo afio Nbbecourt; con el mismo tejido vegetal y White, con tejidos
de tabaco, obtuvieron resultados seme jantes. (. 14J

Después de 1939, una segunda etapa importsnte fud la obtencién de plantas
sanas por eliminacidn de virus, a partir de cultivo de meristemos.

El descubrimiento de las citokininas y del control de la regeneracidn de
tallos y ralces, logradas en callo de tabaco pcr Skoog y sus colaboradores en
1948 en la Universidad de Wisconsiﬁ'establecié las bases para manipular la
iniciacidén de érganos y proporciond el principio en que se basa la micropro-
pagacién, Otro avance importante fue el logro de regeneracidon de estructu-
ras de tipoc embridn (embriones somiticos o embrioides) de suspensiones de
células de callo,

Las técnicas de cultivo fueron avanzando a medida gque mayor informacién
sobre reguladores del crecimiento estaba disponible. { 5).

Al comienzo de los affos 30 se descubrid ques la leche de coco estimulaba
el crecimiento de los embriones de Datura, ademﬁs se demostrd que la auxina
sintética 2,4-diclorofencxiacético (2,4-D) promovia la division de células
en especies vepetales que antes presentaban diflicultades para hacerles cre-

cer en medios de cultivo, (5).



Skoog, dascubrié que el callo del tabacoc proliferaba cuando se culti-
vava en ﬁn redic que tenia eeme Jno de sus inrredientes una. muestra vieja
Je ADN provenients de semen de pescade. 321 =zcmponente activo responsable
dé_esté eracimiente ?rciificb.fue la 6-furfnr11h¢fina a la que se ls dibd
ol nombra de "cinetina“‘por su capacidad de inducir la divisidn de células.

Cuandc se agregd cinetina a los medics de eultivo, fue posible inducir

la formacidn y preliferacién de callos de un gran nfimero de especies vege-

tales,

Skoég'I Hillér, lograron que las células de callos desarrollaran
raicesry yemas en cultivo de tsjidos de tahaco. Ellcs comprobaron que la

diferenciacidn en ralces o yemas dependia de la proporeidn entre cinetina

¥ auxina en el medic de cultivd, demostrando asi la importancia de 1a compo-

sicidn del sustrato. (I6).

Murashige y Skoog, publicaron un trabajo scbre la composicidn de un

" medic de cultivo dé tejidos de tabacc, que posteriormente fué Qtil para

muchas especies de plantas. (1L6).

En ioé a%os 60, se logrd en muchas especies el desarfollc de plantas
haploides a partir de granos inmaduros de polen mediahte el cultive de
anteras y la régeneracién de plantas a partir de protoplastos, 1a totipo-

tencia de una cdlula vegetal aislada quedd finalmente provada. (19

L. Culfivo de embriones
El emﬂfiéﬂ de la semilla vuede ser alslado y pussto a germinar en
un medio qué permita su deéarrollo para formar una planta. Este proceso
es ﬁtil ya que vermite la rApida produceidén de pléntulas provenientes:de’
semillas con baja viabilidad o con problémas de ihcompatibilidad. Q&i)'
=y culﬁivo de embriones maduros de café ha permitido ohtener un gran
, ,

nimerc de plantas, de algunos materiales valiosos, a partir de unas pocas

semillas. Una vez que estos han germinadc, y se tiene una planta de tamafio
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adecuado, se inicié lé.fase de multipliacién por la técnica de microesta-
cas. (24). |

El cultivo de embrionss inmaduros de "Catimor" T866L j baturra" T2308
y .sus fespectivos'cruces permitid determinar que es posible obtener plantas
normales de cafe A partir de embricnes sislados & los éO, 22 ¥ 24 semanas
despu§s de la fleracidn. (QED. |

%1 cultivo de embricnes en'esﬁédos innaduros reQuiere-cbndiQionqs que
estimulen una eﬁbriégénesis continuada en vez de germinacién precoz. Estas
condiciones pueden incluir concentraciones'elévadas'de suc;osa, hidrolizado;
de caselna, asua de coce y glutamina en el medio.

La presian osmbtica elevada estimula el desafrollo, peroc puede o.nd ser
esencial., £1 nitrégeno en Cormas reducidas (amoniacales ¢ aminas) es nece-
sario, £l papel de las hormonas reguladoras en el dgsgrrallo de las_sgmi—
1las ha sido hien resconocido, ero su empléo en cultivos aséptiﬁos no esta
clarc. Es pcsible que resulte necesaric probar combinaciones de acido gi-
berélico, acido abscisico y citokinina.

&) fecido abselisico desempefa un papel de importﬁncia varticular en 1a _
- regulacién del desarrollo de embriones.ig 3&352, El enfriamiento a 2°C
de smbricnes parcialmente desarrolladcs durante 1 a 3 meses, ha estimulado
la germinacién normal en espocies de Prunus. (25).

En una etapa nas avanza&a del desarrollo.del emhridn cuéndo tiene la
mitad a su tamafo normal, puede ser adecuado un medio simple que ccntenga
séid sucrasa y winerales. Es accnéejable disminuir las concentraéioﬁés
de sucfosa 2l avenzar el dasarrolle. (18 ). .

El cultivo'de embricnes también es util para indueir la pronta germi-

nacidn dé semillas raduras en letargo y zcortar con ello el ciclo de vida.

(17')'_ ‘
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Los embriones de las semilias han sido utilizados como explantes para la
iniciacién de.calio. .En efecto los tejidos del_eMbriGn por su caracter juvenil
son potencialmente.meristeméticos. Inclusive, las células del callc que se lo-
gra formar a parﬁir dé embriones,'forﬁan, en muchds casds, nuevos embriones que
pueden generar un embridn por 1o que el nlmero de plantas obtenido por un callo
es ﬁuy‘elevado." A este proceso (forﬁaci6n de embriones a partir de células so-
maticas) se le ha dado el nombre de embriogénesis somatica, y a los embriocnes
obtenidos por esta via el nombre de embrioides para diferenciarlos del.embrién
2ightico. (7). |
h,limgatudios realizados en Guatemala con cultivo de anteras de btrigo.

Alvarez Valenzuels (1992), evaluando la respuesta a la induccitn de callo

y regeneracién de plantas en cinco genotipos de trigo (Triticum aestivum L.) a

través del cultivo de anteras y utilizando los medios de cultivo N6 y Papa IT,

obtuvo los resultados que se muestran en el cuadro 3.

Cuadro 3., Efecto de dos medios basales ¥y cinco combinaciones hormonales sobre
la inducclén de callo de la varledad ICTA Comalapa (Alvarez Valen-.
zuela 1992).

Medio Basal Combinacién Hormonal Formacion de
_ . _ callo
2,4-D (mg/1) ANA (%) _»
N6 -1 0.0 0.0 0.0
N6 - 2 2.0 0.0 0.33
N6 - 3 1.0 2.0 " 1.00 .
N6 - h . . 200 005 1033
N6 - § 0.0 2.0 3.66
_Papa IT - 1 0.0 0.0 0.33
Papa TI -.2 2.0 0.0 1.33
Pﬂpﬂ- I - 3 . 0-0 2.0 2-33
Papa IE - 4 2.0 0.5 0.66
Papa II - 5 0.5 2,0 1.00
# § Formacién _ N&. de anteras que forman callo
de callo X 100

Total de anteras sembradas




Es importante sefalar que de los cinco genotipos evaluados, unicamente
la variedad iCTA Comalapa dié respuesta a la induccién‘de callo., Lasg otras
variedades evaluadas ¥ que no respondieron positivamente fueron: ICTA Sara,
ICTA Zaragbzé, Narifio 59 y la linea Moris Imuri. (1),

Ioé resﬁlﬁados dué se obtuvieron en el itrabajo indicado anteriormente,

en cuanto a regeneracifn de plantulas se muestra en el cuadro L.

Cuadro- 4. Regeneracién de plantas usandc callos provenientes de anteras para

la variedad ICTA Comalapé. (Alvarez Valenzuela 1992).

Medio de - Medio .de Plen tas Plantas FPlantas
.Grigen-:' regenere~ Totales Regeneradas Regeneradas
cidn regenerada - verdes albinas
% _*»_ (B (%)
N6 - 5  MS basal 170 ___76.h7 23.53 .
Papa IT - 3 MS + (1 mg/1 60 66.66 33.33

BA + 0.5 mg/l AIA)

# | . Mo, de plantas regeneradas
P].antas Tot. Reg. % =

No. de.callos sembrados X 100
Vale la pena indicar que en el cuadro anterior se muesiran porcentajes
de regeneracidn de plantas mayores del 100 %, debido a que algunos callos
regeneraron mas de una planta completa. '
Por su parte Calderén Diaz {3), evaluando la respuesta de cinco varieda-

des de trigo (Triticum aestivum L.) a la induccidn de callo y regeneracidn de

plantas en diferentes medios de cultive & partir del cultivo de anteras, obtu-
vo los resultados que se resumen en el cuadro 5 y qﬁe incluye fmicamente aque-
1llos tratamientos que presentaron respuesta.

Es importante indicar que los mejores resultados se obtuvieron con la va-

riedad de trigo Chocoyo, cuandc se usd medio basal Papa II suplementado con
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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 usd el medio basal N6 suplementado con 2.0 mg/l de 2,4-D + 0.5

mg/Y de ANA, el porcentaje de callo fué del 23.3 4,

Cuedro 5. Resumen de los resultados obtenidos en las variedades de trigo
Patzfin, Chocoyo y Xequijel en los medios de induccién de callo

¥y de regeneracibn de ple.ritas. (Calderén Disz 1990).

Medio de induccidn de callo

Produccidn
_ Medio basal Reguladores del crecimiento de c;llo
Variedad 2,4-D ANA
B - (mg/1)
Patzin N6 0.0 2,0 3.0
N6 2.0 0.0 2.3
Papa II 0.5 2.0 1.0
Chocoyo Papa IT 0.5 2.0 2h.3
§6 2.0 0.5 23.3
Papa IT 2.0 0.0 16.0
Papa II 2,0 0.5 16,0
Papa II 0.0 2,0 11.0
N6 0.0 2.0 8.3
N6 0 oo 0 o 0 0 o 3
quuijel N6 0.0 2,0 1.3
- N6 . 2.0 0.0 1.0
P&p& II O . 5 2 ['] 0 1 .0
Papa IT 2.0 0.0 0.3
N6 0.5 2,0 0.0
Medio de regeneracién
Variedad Medio Basal Reguladores del Regeneracidn
: crecimiento de plantas
ATA BA verdes albinas
{mg/1) 3
Pabzin MS 0.0 0.0 61.53  38.47
MS 100 005 66-66 33.3h




5. Cultivo de callo

El callo es producido en los explantes in vitro como resultado de las
lesiones y en respuesta a-hcrmonas ya sea endbgenas o proporcionadas en el
medio de cultivo, |

Los explantes de casi cualquier estructufa o parte de planta, como semillas,
tallos, raices; hojas, brganos de almacenamiernto o frutos pueden ser separados,
desinfectados ¥ colocados en la superficie de un medio de cultivo para producir
callo. (14)

Para el cultivo de callo se han usado varios medios de cultivo diferentes,
pero el mis comin es el medio Murashige-Skoog (MS), desarrollado especislmente
para callg de tabaco. Este medio es rico en nmcroeleméntos, en particular ni-
trogeno, incluyendo iones tanto de nitrato (NC3) como de amonio (NHL), suerosa
¥ ciemtas vitaminas, ('14)

.Ia iniciacion de la divisidén celular j 1s subsiguiente produccién de callo
requieren que se adicionen en las proporciones adecuadas citckininas y una aue-
Xina, _La auxina, en concentraciones de mcderadas a elevadas, es la hormona
primaria que se usa para producir callo. Las principales auxinas incluyen el
fcido indolacético {IAA), &cido naftanelacético (ANA) y el &cido 2,Li-dicloro-
fenoxiacético (2,L-D), en orden creciénte de efectividad. (14)

Auﬁque exteriormente los cultifos de masas de callc pueden aparecer COmo

' masas de_células unifermesy en realidad su estructura es relativamente comple-
ja con considerable variacién morfoldgica, fisioldgica dentro del callo. £1
cracimiento sigue un patrén logaritmice tipicc, presehtandose: (a) un perfodo
lento de induccibn de divisidn celular que requiere auxinas, (b) una fase de
divisidén celular répida que implica la sintesis de ADN, ARN y proteina, se-

guida por (c¢) una disminucidn gradusl de la divisibn celula con diferenciacién
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en células delparenquima mas grandes y en células de tipo vascular. Ia divi-
5ién celuler no se efectia en todo el callo sino que se localiza principal-
mente en una capa meristematica én la perifefia exterior.

Las paftes interiores del callc permanecen como una masa no dividida del
tejido viejo, a su tiempo, puede diferir fisioldgicamente y géné%icamante de
las células de la capa exterior; en la cual la divisién diminuye y el callo
‘puede tomar @n aspecto bulbosc a medida que las diviéiones celulares restrin-

gen a grupos especificos de células. (14}

Dentro de las masa de tejidos en cultivo pueden ocurrir variaciones en
edad y tipo de células, Ia células interiores son mas viejas y las exterio-
res mas nuevas en tanto persiéta una regibén meristematica en la periferia de

la madh de callo.

6, Wedios de cultivo,

Es una soclucidén que conﬁiene sales minerales, élementos organicos
(Vitaminas! aminodcidos, algin carbohidrato, generalmente sacarosa) y regu-
ladores del crecimiento.

" E1 exito del cultivo in witro depende en gran parte del medio de culti-
vo. Este es uno de los factores mas importantes que controlan el crecimiento
¥ la morfogénesis de los tejidos vegetales en cultivo.

A través del tiempo, paralelo al desarrollo y perfeccionamiento de la the-
nica del cultivo da teiidos ée han establecido diferentes medios de cultivo,
Con ellos se definid la especificidad de medios, hoy dia se puede afir-
mar que para cada género, incluyendo diferentes explantes que provienen de
la misma planta tienen diferentes requerimientos para crecer en optimags con-
diciones. Estos medios basicos se dencminan, genéralmente, con el nombre de

las personas que los desarroliarons [pg primeros medios fueron establecidos

con base en las soluciones nutritivas para ecultivos hidroponicos de Knop ¥

Preffert
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Sobre esa base surgieron lcs medios de th'Lt.e y de Gautheret. Kstos me-
dios si bien permiten el crecimiento de callo ¥ raices, son demasiado pobres
para favorecer el desarrollo de otras partes de las plantas. (25)

6.1 __gnnos nedios de cultivo

6. l 1 Murashige y Skoog.

Este medio de cultivo se ha utilmzado con mucho éxito en muchas
especies,r# veces con ligeras modificaciones. Tiene concentraciones elevadaa
de nitrato de amonio, por eso es de uso cofriente en el cultivo EE.EEEEE de
café. Es probablemente el medio mas n@iﬁizado actualmente.

6.1.2 Medio Schenk y Hildebrendt
Empleado para el cultivo in vitro de callos, tanto en monocotile-
doneas como en dicotiledoneas,
6.1.3 Medio Ng | | e

Lgpham, afirma que una alta concentracion de iones de amonioc inhi-
" ben la formacion de callc en polen de trigo y arroz respéctivamente. Basado |
sobre estos resultados se ha desarrollado un nuevo medio Ng por considerarse
que reduce la concentracién de iones del medio y regula la relacién bptima en-
tre amonio nitrogenado y-nitrato-nitrégeno. Estd provado que el medio Ng es
més eficiente que otros medios sintéticos para el cultivo de aﬂteras de arroz .
¥y otros cereales incluyende el trigo. { 25)

6.,1.k Desarrollo de medio de papa
‘ Extraétos naturales de papa, camoie, fiame, tomate, endospermo de
arroz y naiz, cuando el grano ha empezado a llenar, fueron probados, reempla-
zando otros componentes en un medio sintético.
De los extractos arriba mencionados, el extracto acuoso de papa ha sido
| mas utilizado debido a que presenta aita frecuencia en la induccién de'cgllo

en polen y partes de plantas.
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El contenide mayer de szlas de papa puede variar gonsiderablemente de

acuerdc al material utilizadeo, esto produce efectos en el medio. Il medio

de papa fué mejorado por Chueng, quien crec el medio de pava II, contenlen- .

dc un 10% de exiracto acucsc de papa, la mitad de los macroelementos ds un
nadio WL’ hierro y las vitaminas de un medio KS. ILe fre~uencia de induccién
de c2llc en este medic fue muchc mAs alta que en otros medics sintéticos

para el cultivo de anteras. ( 14).

T. Desarrollc de embricnes inmaduros

Usspués de 1a antesis sl grano empieza a forrarse pasando a través

de 3 estadcs, dencminados estados.de leche, estado blando y estado duro.

Aproximadamente nueve dias después de la antesis, en el ﬁltimo'estadp
de 1eche; el embribn es visinle al ojo como un disco amarillo pélido de
1-2 mm. eon diémetrc dentro del endcspermo. De este estado al estado de ma-
durez el embrién puede ser extrafde pars iniciacién de callo. Eﬁ genersal
explantes jovenes puedén soportar mas transferncias, dentro de la induccitn
de calle sin pérdér 1a cafacidad de totibotencia en relacidn a los exﬁlantes

iejos. (2Y).

8.. Cultivo de embricnes de trigo

Los embricnes de trigo en varics esisdcs de dessrrollo, se cultivan
mayormante pare tres propositos a) Lstablecer cultive de callos b) Estable-
cer hibridgs de difarentzs padres incempatibles y ¢) pars establecer haploi-

des por elirinacién de cremesoras, ( 2).

" 9, Establecinmiento de cultivo de callos

Ios calles dsrivadcs, especialmentede embricnes jévenes, son mis
adn:uados para estudics de nrcliferacién y regeneracién.
Likewise, Sears y Docherd repeneraron plantas de cultive de callos de-

rivados de embriovnes fermadcs 12 dlas después de la antesis. (2).




En géneral el cultive de embricnes en medios que contengan auxinas
(usu'aim_eﬁte 2,4-D) ¥ ciﬁcquinina.s producen buen crecimiento de callo, Je-
bido a ellc, el cultivo de callos es una Tuente de va'x;iabilidad, esto pue-
de ser e:;plotado para crear .diversidad conética adieicnel en germoplasma

de trigo y aumentar el usc de embriones hibridos para la iniciacién de

callos. (2 ).
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5. FATERIALZS Y HITODOS

I, Area Experimental

1.1. Iocalizacidn
La investigaciln se realizd en el Centro Experimental Docente
de Azronomia -CEDA-, invernaderc y leboratorio dz Cultive de Tejidos de la
Facultad dé Asgronemia de la Universidad de 3an Carlos.

La zona de vida del CEDA, segln De la Cruz ( L ), se encuentra en la
faja termométrica subtropical hlmeda, y segin Holdrige, en un hosque montano
hajo trepicel.

Los suelos pertenecen a la serie Guastemela, para los cuales Simmons (23)

.reporta una textura y cons{stencia franco arcillosa frisble, formade de
cenizas vclchnicas., E1 CEDA se encuentra en la parts sur de la Ciudad Univer-
sitaria, 14° 3)' 51“ N y 90° 33' 16'" 10 v una elevacidn de 1476 msam (12).

Tiene una preciritacidn snusl de 1247 mm, con temperstura media anual de
18%. (uy.'

El invernaderc utilizado esta cublerto de vidrio con techos de dos aguas,
distribuidas de tal maneré que 2l espacio s2 utiliza en forma adecuada para
pasillos y bancos de propagacién fijos. Cuenta ademis ccn un sistema de micro-
aspersidn y ventiladores latsrales mecénicos.

El laheraterio de cultive de Tejidos cuenta con un espacic de uso comin,
asi como=matariales ¥ eguipo dé use general. Se tiene alacenas para almacenar
reactivos y cristaleria limpia y Arca para manipulaciones aéépticas ¥ Srea de
cultivos.

Para la incubacidn de los tejidos se empleo un cuarte de culbivo é incu-
badcra con centrol de lua fluoreécente de lamparas de 40 Watts, con una inten-
sidad total de 10,900 Iux en todo el lsboratorio, lo cual se midio con un fo-

tometro.
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2. Material experimental

2,1. Variedade de trigo
En el presente estudio se utilizaron dos variedades de trigo

(Triticum aestivum L.) procedentes de semilla certificada producidés por el

Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA), las cuales presenta. las

siguientes caracteristicas:

a) Xequijel |

Esta variedad se encuentra adaptada & 2150 mmnm a temperaturas de
19-35°c. Alcanza d@lturas entre 100-110 centimetros de la base del tallo al
extremo distal de la espigs.

Ia madurez fisioldgica ocurre entre los 123-129 dias, Ademés tiene un
peso especifico de 77.5 kilos por hectolitro y un rendimiento qué varia de
3.5 a .3 toneladas por hectarea. (10). |
b) Chocoyo

Es una variedad cuyas plantas se desarrcllan entre los 1525-1980
msnm y a temperaturas entre 18-26°C., Alcanzan alturas entre 95-105 cent{-
metros, la madurez fisioclogica la alcanga entre 135-145 dias. Su pesc es-
pecifico es de 76.4 kilos por hectolitro, ademis posee un rendimiento que
oscila entre 3.5-4.3 toneladas por hectirea. (10).

3. Desarrollo de la investigacidn

La.presente investigacidn se realizé en dos etapas: Etapa de campo
¥ etapa de laboratorié. |
3.1 Etapé de campo
3elole Siembra de variedades
Esta actividad se realizd en el area del Centro Experimental

Docente de la Facultad de Agronomia. E1 material utilizado lo constituyeron

las variedades de trigo Iéquijel ¥ Chocoyo.
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- la siembra se_realizé en marzo, abril y mayo del aflo 1990 y agosto,
septiembre y octubre del mismo afo. Se sembraron cuatro surcos de cinco me-
tros de largo de cada variedad en forma escalonada; efectuando siembras con
un intervalo de 15 dias.

3;2_ Etapa de laboratorio
3.2,1. Determinacién de embriones inmaduros
Después de la emergencia de las espigas en cada una de las va-
riedades, se observé el momento de liberacidn del polen, doce dias después de
esta liberacién, se hizo la recoleccidn de la semilla en formacién, contenien-
do los embriones inmaduros.

Ias semillas recolectadas fueron esterilizadas en una solucién de hipoclo-
rito de sodio al 1.5% durante 16 minutos, luego se procedid a eliminar el hipo-
ciorito dg sodio mediaﬁte tres lavados consecutivos con agua destilada estéril,
en la cémara de flujo laminar. . ‘

3.2.2. Extracciéon de embriones
Después de haberse esterilizado las semillas se procedid a la
extraccién de los embriones inmaduros con.un bisturl, los cuales fueron sem-
brades en los tres diferentes medios basales evaluados y las combinaciones

hormonales en frascos de vidrio de 120 ml. de capacidad, los cuales se muestran

en el cuadro 6.

CUADRC 6 Combinaciones de reguladores del crecimiento utilizados con los
medlos basales.

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

QOMMNO O
MROOORKHOQ
[»NaREeoNaNeleNeRel
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Ios frascos de vidrio de 120 ml. de capacidad con los embrions inmadu-
;os fueron incubados en una cémara de crecimiehto a temperatura constante
de 28°C. en la obscuridad. Para la induccidn de éallo se utilizaron medios
sélidos, se colocaron 15 ml. de medio pér frasco.
3.2.3. Medios de éultivo

Se utilizaron como mediocs basales el medio de Papa II; MS y el

medio N6, estos fueron esterilizados em la autoclave a 121°C. y 15 libras de
presidn, por espacio de 15 minutos., ILa composicidn de los misﬁos se muestra.

en el cuadro No. 7.

CUADRS 7 Formulaciones de medios de eultive utilizado en el cultivo

de embricnes inmaduros de trigo.

Ingredientes Ng (mg/1) MS (mg/1) Papa IT (mg/l)
Medio acuoso de papa - - 10%
KNO 2830 1500 1000
Ca (N03)2. Lifp0 - - 100
Mg 50), . THR0 LoO 370 125
(HNy ) 250 463 - 100
XH, POy, Lo 170 200
KCl - - 35
€aCly.2H20 166 Llo _ -
FeS0),. TH20 _ 27.8 27.8 27.83
NaEDTA . HolF 37.3 - 37.3
Mn S0}, . LHNO L.h - -
NapEDTA | - 33.6 -
anh 105 8.6 -
H3B03 1.6 6.2 -
CuS0}, . 5HO - 0.025 -
NapMoOy, . 2H-0 - 0.25 -
CoCl2 .6Ho0 - 0.025 -
(NHy, ) NO3 1650 - -
Mn S0}, lHp0 h.h - -
K1 0.8 0.83 1
Mioinositol - 100 -
Acido nicotinico 0.5 0.5 -
Tiamina-HC1 1.0 1 1
Pi:idoxina-HCL 0.5 0.5 -
@Iicina 2.0 2 -
Siacrosa 3 30,000 3z
Py 5.8 5.7 5.8
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3.2.4 Regeneracién de plantas
Los callos provanisntes dé los medics de induccidn fueron

trasladados al medic de regeneraéién que contenla como medic basal el me-
dio desarrolladc por Murashige y Skcog. Se evaluaron el efectc de auxi-
nas y cltoquininas en la regeneracidn de plantas, habiendeose utilizade el
medioc basal Murashige y 5&063 sin”reguladores el crecimiento y con Kineti-
na a una concentracién de 1 mg/l y AIA a una concentracién de 0.5 mg/l. Kl
efecto de los medios de regeneracibén se evaluaron en forma independiente en
cada una de 1as variedades 7 para cada medio de induceién.

" Los callo inducidos en los medios de induccibn fueron trasladados a
'los'mediOS de regeneracidn de plantes dos.semanas después de sembrados lo

embriones en el medio de induccién, Las condiciones de incubacibén fueron

_ bajo luz continua a 23°C,

3.2.5. Bvaluacidén de los medios de induceién,

" Para la evaluacion de log medios de induccidn de callo se uti-
1izd un disefio estrictamente al azar con arreglo blfactorisal, teniendo
como factores lcs medios basaleé v las combinaciones hormonales con sus
respectivas modalidades, con seis repeticiones y 2l tratamientos, la eva-
luacidn de 1la respuesta de las variadades se hizo en forma independiente,

Para la evaluacidn de los mediocs de regeneracibnde plantas se utilizé
los callos provenientes du los medios de induccidn, se evalud el efecﬁo del
" medio basal ¥S y una combinacion hormonal con cincc repeticiones, para lo
cual ‘se utilisd un disefio sxperimental completamente al azar.

La unidad experimental éstuvo constituida por un frasco de vidrio de
120 ml. de capacidad, al cual se le agregaron 15 ml. del medic de cultivo

golido y se cultivaron en el mismo diez embriones o cinco callos.
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ET modelo estadistico utilizado fué un diseffo experimental completamente

al azar en la fase de induccién de ecallo.

Yijk = U +Xi + 35 + Eijk
U = efecto de la media general
(i = efecto de 1a ispooco25ima modalidad del factor A
J3 = efecto de 1la J..e...esima modalidad del factor B
(Y1) = efecto de la interaccidn entre los factores A y B

- Bijk = error experimental

3.2.,6 Anélisls Estadistico
Ios valores obtenideos en la induccidén de callo de las varieda-

des Xequijel y Chocoyo, fueron sometidos a anfdlisis de varianza (ANDEVA),
aplicado al nimero de embriones que formaron callo. Lcg anélisis fueron o
independientes para cada variedad.

Asimismo, a estas variedades se_les aplicd la prueba de medias de Tukey
y la prueba de estadistica no paramétrica de Krusksl-Wallis con la finalidad .
de detectar diferencias significativas entre los tratamientos debido especi- - | ;
almente a lIa presencia de datos discontinuos dentro de un mismo ﬁsdio basal

y combinacidn de reguladores del crecimiento,

3.2.7. Variables evaluadas f ;
Para los medios de induccién de callo se determind el nfimero o
de embriones qﬁe formaron callo, se realizd a los quince dias después del
culitivo de los mismos.
a) Nimera de emhricnes.que formaron callo.
fio. de embriones que formaron callo

Porcentaje de callog = = e I 100
Total de embriones cultivados o
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En los medics de regeneracidn no se pudieron obtener las variables

respuestas, pues no hubo rejgeneracién de plantas.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Induccién de callo

En la variedad de trigo Chocoyo los tratamientos consistentes en los

" medios basales N6, MS y Papa TI suplementados con 2 mg/l de 2,L4-D 6 2 mgfl

de 2,4-D y 0.5 mg/1 de Kinetina mostraron el mayor porcentaje en la induc-
cidn de callo, en todos ellos se obtuve el 100% de induccidn esto nos de-
muestra que donde hubo presencia de auxina 2,L-D se dio el mayor porcenta-
je de induccitn de callo. Resultados intermedios se obtuvieron con los
medios basales MS y Paps IT suplementados con 2.0 mg/l de ANA y 0.5 mg/l
de Kinetina, con dichos medios se obtuviercn porcentajes de induceidn del
k2% al 45%. ILos resultados mas bajos en la induccién de callo, fueron
obtenidos con el medic basal N6, Papa II y MS suplementados con 2 mg/l de
ANA, los porcentajes obtenidos estadn comprendidos entre 28% y 37%¢. EI
cuadro No. 8 muestra el efecto de medios de induccién de callos en la va-
riedad de. trigo thocoyo. El efecto del medio basal MS suplementado con
2,4-D en la induccidn de callo en embricnes inmaduros de trigo han sido
repertados anteriormente para las variedades Comalapa, Santa Ana_y Zara=-
goza y coincide con los resultados obtenidos en cuanto al efecto de estos
medios sobre la induccién de eallo. {15).

El snalisis de varianza para los traiamientos en la variedad Chocoyo
es significante al 5%, en los tratamientos de induceidn de callo y en la
interaccién medios-reguladores del crecimiento,

En la variedad de trigo Xequijel los tratamientos consistentes en
los medios basales N6, Papa II y M8 suplementados con 2 mg/l de 2,4-D
¥ 0.5 mg/1l de Kinetina mostraron el mayor porcentaje en la induccién de

callo, en todos los tratamientos se obtuvo el 100% de induccidn, con

esto comprobamos nuevamente que donde hubo presencia de la auxina 2,4-D
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se obtuvo el mayor porcentaje de induccidn de callo. Resultados intermedios

» obtuvieron con los medios basales Papa II y N6 suplementados con 2.0 mg/l

5

3

de A4A v 0.5 mg/1 de Kinetina, con estos medios los porcentajes de induccion
son de LO¥ a 48E. Ios resultados més bajos en la induccién de callo se obtu~-
vieron con los medios basales N6 y Papa IT suplementados con 2 mg/l de ANA o
2 mg/1 de AMA y 0.5 mg/l de Kiretina, con todos se obtuvo el 28% de induccién
de callo.
_ Resultados similares han sido reportados anteriormente sobre el efecto
del medio bassl MS suplementado con 2,h-D en la induccién de callo en embrio-
nes inmadurcs de trigo, para las variedades Comalapa, Santa Ana y Zaragoze.
(15).

El andlisis estadistico pars los tratamientos evaluados en la variedad
Xequijel mostrd diferencias significativas al 5% entre tratamientos y en la
interaccidén medios-hormonas. El cuadro No., 9 muestra el efecto de medios-

hormonas en la induccidn de callos en la variedad Xequijel.



. Los resultados obtenidos muestran que el 2,4~D es la principal auxina
que induce la formacién de callo, independientemente del medio de cultivo
usadc. Resultados similares han sido reportados sobre el efecto de estos -

medios en 1s induceién de callo para otras variedades, &5).

CUADRO 8. -Efecto'de medios de cultivo y combinacicnes hormonales en la

“induceidn de callo de la variedad de trigo Chocoyo.

Medios de induccidn de callo

Medio basal Regggpdores del crecimiento

2,L-D ANA  Kinetina Callos Produccidn
(mg/1) formados de callo
) 4
*
MS 1.0 0.0 0,0 60 100 a
MS 1.0 0.0 0.5 60 100 a
MS 2.0 0.0 0.0 60 100 a
MS 2.0 0.0 0.5 60 100 =a
N6 1.0 0.0 0.0 60 100 a
N6 1.0 0.0 0.5 60 100 a
N6 2.0 0.0 0.0 60 100 a
N6 2,0 0.0 0.5 60 100 a
Papa II 1.0 0.0 0.0 60 100 a
Papa II 1.0 0.0 0.5 60 100 a
Papa IT 2.0 0.0 0.0 60 100 a
- Papa II 2.0 0.0 0.5 60 100 =a
Papa IT 0.0 - 2.0 0.5 27 s - b
N6 0.0 1.0 0.5 26 k3 . b
M5 0.0 2.0 0.5 25 b2 be
Papa I 0.0 1.0 0.6 25 he be
MS 0.0 1.0 0.5 22 37 ¢
N6 0.0 2.0 0.5 22 37 c
MS 0.0 2.0 0.0 21 35 c
MS 0.0 1.0 0.0 21 35 ¢
N6 0.0 1.0 0.0 19 32
PII 0.0 2.0 0.0 19 32
N6 0.0 2.0 0.0 17 28
P 0.0 1.0 0.0 17 28

R o n

* Tratamientos con la misma letra no son estadisticament® diferentes

al 5% de significancia.

B !
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CUADR) 9. Efecto de medios de cultivo en 1la induccidn de callo en la

variedad de trigo.Xequijel.

Medios de induccidn de eallo

Medio basal Reguladores del crecimiento
2,4-D ANA Kinetina Callos Produccidn
(mg/1) formados de ;allo
*
‘M8 1.0 0.0 0.0 60 100 a
MS 1.0 0.0 0.5 60 100 a
M5 2.0 0.0 0.0 60 100 a
M3 2.0 0.0 0.5 60 100 =
N6 1.0 0.0 0.0 60 100 a
N6 1.0 0.0 0.5 60 100 a
N6 2.0 0.0 0.0 60 100 =
N6 2.0 0.0 0.5 60 100 a
Papa II 1.0 0.0 0.0 60 100 =
Papa II 1.0 0.0 0.5 60 100 a
Papa IT 2.0 0.0 0.0 60 100 =&
Papa II 2.0 0.0 0.5 60 100 a
Papa II 0.0 2.0 C.5 29 L8 b
N6 0.0 2.0 0.5 2l LO b
M5 0.0 1.0 0.0 17 28 c
M3 0.0 1.0 0.5 17 23 c
MS 0.0 2.0 0.0 17 28 c
MS Q,0 2.0 0.5 17 28 ¢
N6 0.0 1.0 0.0 17 28 e
N6 0.0 1.0 0.5 17 28 c
N6 0.0 2.0 0.0 17 28 o]
Papa TI 0.0 1.0 0.0 17 28 e
Papa IT 0.0 1.0 0.5 17 28 c
Papa IT 0.0 2.0 0.0 17 28 c

# Tratamientos con la misme letra no son estadisticamenta diferentes

al 5% de significancia,

2. Repeneracién de plantas

En la regeneracidn de plantas se utilizaron callos de color amari-
llento gon una consiétencia friable y con un tamafio alrededor de L4 mm,,
provenientes de las variedades Chocoyo y Xequijel.
En 1las dos variedades de trigo Chocoyo y'Xequijel no se observo respues-
ta en la regeneracion de plantas_a partir de los callos inducidos en los dife-

rentes medios y las diferentes combinaciones hormonales usadas.
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T. ONCLUSIONES

Después de haber analizado los resultadjcs obtenidos en ésta investi-
gacidén, Ias siguieﬁtes conclusiones son validas para las condiciones en
las cuales se 1llevd a cabo el experimento; utilizando los medios hasales
N6, Papa II y MS suplementados con las diferentes cbncentraciones de re-

guladores del crecimiento vtilizados en el presente estudio.

1. Los medios bssales MS, Papa II y N6 suplementados con 2 mg/l de 2,L-D
sonllos medios mas indicados para inducir callo en las variedades de

trigo Chocoyo y Xequijel.

2. Ias variedades de trige Chocoyo y Xequi jel responden & los medios de

cultivo en la induccidn de callo,

3. Ho existe respussta a la regeneracién de plantas a partir de los ca-
lles inducidos en las variedades Chocoyw y Xequijel con el medio ba-
sal Murashige y Skoog ¥y los reguladores del crecimiente Kinetina a

una ccncentracibén de 1 mg/l y AIA a una concentracidn de 3.5 mg/l.
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8. RECOMENDACIONSS.

Realizar estudics similares a éste, utilizando otras variedades de
trigé y los mismos medics basales de_inducci&n de callo, suplemen-
tadds eon étras cerbinaciones hormonales, zon el objeto de conoser
la respuesta Ae estcs materiales y poder utilizar la informacidn con

fines de precgramnas de mejoramiento.

Efectuar astudios utilizando otros medics basales ¥y otras combina-.

ciones hormonales pars lograr regeneracidén de plantas.

Establecer otros métodos de regeneracidén de plantas a partir de callos

formadcs tomando como base los resuliados chbenidos en egtn investi-

gacidn,
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10. APENDICE




Coeficiente de Variacidén =

9.%;

Apendice 1. AnAlisis de varianza del efecto de medios de cultivo
en la induccién de callec en la variedad de trige Xequijel.
F.V. G. DB L. Se GC. C. H. F.Co_ F.T.5%
H#*
Tratamientos 23 113.57 L.93 4,30  1.62
ledios 2 2,09 1.04 20,00 3,07
Hormonas 7 106.95 15.27  293.65% 2,09
.Hedios-hormonas 1k Lok 9.32 ' 6.15* 1,77
ERROR 120 6.88 0.052
TOTAL 143 120,45
F.V. = Fuentes de variacidn
. GeL. = Grados de libertad
5.0, = OSuma de cuadrados
.C.M. = Quadrados medios
# = gignificancis al 2,05%
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Apendice 2. Prueba de tukey parz la induccidn de callo «de la variedad

de trigo X~quijel, (GLE. = 120, = 0,25)
MEDICS HBLYACIONES HOMMUKNALES MEDIAS
2,4-5 ANA Xinetina
(mg/1)

MS 1.0 0.9 0.0 3.3

KS 1.0 D40 0.5 3.31

U3 2.9 9.0 0.0 3.31

1S 2.0 2.0 0.5 3.2

NE 1.9 2.2 0.0 3.31

Né 1-0 ‘jol) 005 3.31 a
N6 2.0° 2.0 0.0 3.31

N6 2.0 2.0 0.5 3.31

Papa II 1.0 0.9 0.0 3.31

Papa II 1.9 2.0 0.5 3.31

Papa II 2.0 0.0 9.0 3.3

Papa II 2.0 2.0 0.5 3311y
I’IS 9.0 2.'3 0.0 2.29:—. ~
M3 3.9 1.2 2.0 1.94.. .
Papa II 0.0 2.9 .5 1.61==] -+
KS 2.0 1.0 7.5 1.6 a
NG 0.0 2.0 3.5 1.54

Papa 1I 2.9 1.9 0.0 1,5)---
N6 0.9 2.0 0,0 1.3

Papa I 0.0 1.0 2.5 1.39 e
MS 0.0 2.0 2.5 1.33

Papa II 2.0 2.0 2.0 1.32

N6 2.0 1.0 0.9 1.30

N6 0.0 1.0 2,5 1.29

COMPARADOR WP = J.47

Ias medias ccn la misma letra scn estadisticamente ipuales al

5 4 de sipgnificancia.

JTRTOAD 1 SA £2 HATEMALA
PROPIEUAN OF 1A UNIUFRSI3AD 01 SA4 TS “EIB ]

giblioteco Cenira
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Apendice 3. AnAlisis A2 varianza del efecto de medios de ciltivo en

la induccidn de callo en la variedad de trige Chocoyo.

FY. G. DE L. S.Cs Cuile F.C. F.17.5%

Tratanientos 23 . 113.57 93 86.M9* .62
Nedios 2 2.08 1.0L 18.24%  3.07
Hormonas 7 . 106.98 15.27 267.85%  2.09

Hediﬁ-Hormongs | 1 b.5k 932 s.60% 1.77

ERROR . am 6,38 0.057

TOTAL - I 120.45

BRY. = Fuentés de variaciép
G;L. = (rados de libertad
S.C. = Suma de cuadrados

CM. = Cuadrédos nedios

# = Significancia al 0.05%

@oeficiente de Variacidn = 10.154



Apendice L. Prueba de Tukey para la indueccidn de czllo de .ls variedad

de trigo Choecoyo. (GIE. =120 0.95)
MEDIOS . UHMBLHACIGNES HORMGNALES MEDIAS

- 2,4-D . LNA Kinetina

{ng/1)

1S 1.0 9.9 2.0 3.31
MS 1.0 9.0 3.5 3.31
NG 1.9 9.0 0.0 3.31
N6 2-0 ‘:)-3 0.0 3.31
N6 2.0 340 0.5 3.31
HS 2.-0 D40 000 3-31 &
1S 2.0 - 2.0 3.5 3.31
Papa I1 1.0 2.9 0.9 3.31
Papa 11 1.0 © 3.2 0.5 3.3
Papa 11 2.0 2.0 0.0 3.31
Papa 11 2.0 2.9 2.5 3.3
N6 1.9 0.0 2.5 2.59 b
Pana I1 0.0 2.0 0.5 1.61
MS 0.0 2.0 0.5 1.57
MS 9.0 1.0 0.0 1.54
Papa 1I + 0.0 1.9 240 1.51
N6 0.9 2.0 0.5 1046 o
HS 0,0 1.9 9.5 1.h4
N6 9.0 2.0 3.0 1.43
¥S 0.0 2.0 0.0 1.42
Papa 11 2.0 1.0 2.5 1.39
N6 0.0 1.5 0.5 1.36
N6 0.0 1.0 2.0 1.35
Papa II 3.0 2.0 2.0 1.31

COMPARADOR WP = J.K

Las medias con la nmisma letra son estadisticarmente iguales al

5% de significancia.
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Apendice 5. Analisis de varianza de Xeuskal-Wallis. Varisdad Chocoyo.

Bj Rj2/nj

J - Pratamientos nj
1 nl é 669.0 7L593.5
2 n2 é 452.5 3L126.04
3 n3 6 153.5 5612.04L
L nh 6 196.5 6L35.57
5 ns 6 4569 .0 74593.5
6 né & 569 .9 74593.5
7 n7 6 222,05 8066.66
8 n8 é 217.7 7843.16
10 p2 3 667,09 74593.5
11 03 6 255.5 10330.0)
12 oh £ 218.5 7957.0Y,
13 pS & 685 .5 7L553.5
14 pb £ 668.0 7L593.5
15 b7 6 207.0 © 71,5
16 pA € 246.0 10086.0
17 ml & 669 .0 74593.5
18 m2 ) 665.0 74593.5
19 m3 6 153.2 6221.04
20 mhy £ 193.5 6240.37
21 mns ¢ 669.0 74593.5
22 mé 6 66543 TL593.5
23 m7 & 173.2 L816.16
2 n3 6 263.0 12973.5
1kl : o48,3%96.5

Grados de libertad = 23
Valor de H = 123 35.2 (Ji cuadradc tabulado) 5%

Conclusion: Si hay diferencia significativa entre los tratamientos.
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Apendice 6. Anldlisis de varianza de Xruskal-Wallis. Variedad Xequijel

J Tratamientos nj 2 R3%/ng
1 ml 4 £69.9 7h553.5 )
) mZ & £68.9 74593.5
3 m3 & L0é.5 275U2.37
L mh & 225.5 8L75.04
5 m> € €£€9.0 7L45%93.5
6 n5 6 €6%.0 74593.5
7 n7 & 3L6.5 20012.35
3 n3 6 165,95 4859.9
9 pl G 669.9 74593.5
10 n2 € 669.9 74593.5
11 p3 € 215.3 7761.60
12 vl 6 175.3 5153.94
13 PS5 5 669.0 714593.5
1 pt £ £69,0 74593.5
15 p7 3 155,35 Wn22.27
16 n8 £ 246.35 10155.82
K nl 6 (ES.D 74593.5
13 n2 £ 399.0 25350.0
19 n3 4 1L6.h 3572,16
20 al 6 115.35 2217.69
21 nS 4 £69.9 T4593.5
22 nf 4 569 ,0 74593.5
23 n7 £ 16h.5 6305.0L
24 n3 £ 126.1 8ch2.32
14k 954221.41

Jdrados de libertad = 23
Valor de H = 96.30735.2 (Ji cuadrado tabulado)5¥.

Conclusidén: O5i hay diferencia significativa entre los tratamientos,



o



UNIVERSIDAD DE SAN CARLOS DE GUATEMALA

FACULYAD DE AGRONOMIA '
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES Ref. Sem.052-94
- AGRONOMICAS

LA TESIS TITULADA: "EVALUACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LA INDUCCION DE CALLO
| Y REGENERACION DE PLANTAS EN EMBRIONES INMADUROS DE TRIGO
(Triticum aestivum L.) EN LAS VARTEDADES CHOCOYO Y XBEQUIJEL".

DESARROLLADA POR EL ESTUDIANTE: SERGIO ANTONIO RAMOS SIERRA
CARNET No: 78-03735

H.A SIDO EVALUADA POR LOS PROFESIONALES: Ing. Agr. Victor Alvarez Cajas
Ing. Agr. Waldemar Nufio

Ing. Agr. Francisco Vésquez
Ing. Agr. Fernande Rodriguez

Los Asesores y las Autoridades de la Facultad de Agronomfa, hacen constar que ha cum-
plido con las normar universitarias y reglamentos de la Facultad de Agronomia de la
Unj.{rersidad de San Carlos de Guatemala. ' '

Ing. Agr.’ ar Franco
" ASESOR

\

Ing. >~Rolando Lara Alecid
RECTOR DEL IIA.

IMPRIMASE




RLIOTE. -

radeber-

mﬂ)



