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IRRADIACION DE SEMILLAS DE ARRDZ (Drvza sativa L.} CON

RAYOS GAMMA (Co—60) Y SU EFECTO SOBRE LA INDUCCION DE CALLO
Y REGENERACION DE FPILANTABE EN CULTIVO DE ANTERAS, UTILIZANDOD

DIFERENTES SOLIDIFICADORES EN EL MEDIO DE CULTIVO.

RICE (Oryrza sativa L.) SEEDS IRRADIATION WITH GAMMA RAYS

(Co-68) AND ITS EFFECT ON ANTHER CULTURE, USING DIFFERENT

GELLING AGENTS ON THE MEDIUM.

RESUMEN
En el presente informe se dan a conocer los resultados.
abtenidos de la investigacidn titulada IRRADIACION DE

SEMILLAS DE ARROZ(Oryza sativa.l.) CON RAYDS GAMMA (Co-60)

¥ 8U EFECTO SOBRE LA INDUCCION DE CALLO ¥ REGENERACION DE

PLANTAS EN CULTIVO DE ANTERAS, UTILIZANDO DIFERENTES ~

SOLIDIFICADORES EN EL MEDIO DE CULTIVO.

Los genotipos de arroz evaluados fueron sels
(Frecozicta,Crispo-38, polochic, Virginia, Pico Negro vy
LLinea-3@).El1 arroz fué sembrado en macetas plasticas bajo

condiciones de invernadero, se utilizaron.seis macetas por
dosis de radiacibn,-haciendo un total de dieciocho macetas
por tratamiento. Las paniculas de arroz fueran recolectadas
con anteras en estaﬂn uninucleado. Estas panirculas fue?oh
pretratadas a 35 grados centigrados, durante 5 dias, luego
fueron extraidas sus anteras para ser sembradas en los
mgdins de induccidn de callos, (N&), complementado con acido.
Naftalenacetico 2 mg?l, y acido Diclorofenoxiacetico 2.mgll,

hasta 1a formacidn de hicracallns. La unidad experimental
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estuvﬁ constituida por 750 anteras de arroz sembradaé en 30
cajss petri, sembrando 25 anteras por. caja petri. tos callps
pbhtenidos fueron trasladados a un medio de regeneracion de _ A 
plantas (N&), complementado con acido naftalenacetice 0.3
mg/1l y Kinetina 1 mg/1. .Los tratamientos reéqltanfgs fueran
evaluados estadisticamente a traves de u disefie de bloques
cgmpletamenté al arar con arreglo en parceias divididas con
tres EEpetiﬁiDnes. A Los resultados ohtenidos de la fase de
induccion de callo se les realizéd su analisis de wvarianza
(ANDEVA) sencontrandose diferencias significativas entre
HVARIEDRDES,BELIFICANTES 0 SOLIDIFICADORES Y ©en 1a
..intgﬁacqién VARIEDADES X SOLIDIFICANTES, por lo que a cada
une de estos fué necesaric hacerle su prueba de medias
DUNCAN'S, llegando a la conclusibn que ta variedad
Frecozicta vy Fico Negro respondieron thDr que las otras
variedades, ohteniende uwna media de (2.829 vy 1.732)
Respectivamente. El1 solidificador figarosa obtuvo 1a media
mas alta ({(B.7190} en comparacidn con el solidificador

Extracto de Arroz {8.282). Mientras gue en la interaccibn

VARIEDAD ¥ SOLIDIFICADOR, La variedad Precozicta con el
solidificador Agarosa, obtuvo la media m&s alta (2.070},
seguida por la variedad FPico Negro con el seclidificador

Extracto de &rroz {(1.548).

Se . conciuye gue los tratamientos donde se utilizé la dﬁsis

de 15 kilorad de radiaciton, tanto para el solidificador S
{agarousa .como para el solidificador extracto de arrpz),. 1la
yariedgd_precu;icta,presentn los porcentajes de fprmacién‘de S

callo més altes; (2:93 vy 1.11). respectivamente. . i e




L. IMTRODUCCION

El artror es uno de los componentes fundamentales de 1a dieta
alimenticia guatemaltecs. . Con el desarrollo de la gené£ica Yy  su
aplicacién al fitomejoramientc se han obtenido variedades de
mayor rendimientoc v mejor calidad, qés tolerantes é distintas
plagas, enfermedades y adaptadas a diversas condiciones

climaticas o de suelo {3).

El arroz es superior nutricionalmente a muchos ‘otros alimentos
ricos en carbohidrates. El contenido de proteina del grano,
aunque sujeto a cambios varietales y ambientales, promedia cerca

del 7% en el arroz molinado vy 8% en el arroz integral (&6).

La calidad de lé proteina del arroz, es basicamente una funcidn
del contenido de proteina del grano, algunos aminpacidos
esenciales, inciuyendo ia licina, el triptofano y 1la treomina,
disminuyen un ﬁocm & medida gue aumenta la prnteina,. pera la

prnpurc;bn de Estﬁs aminpacidos no decrece tan rapidamente como

aumeﬁta la proteina (56).

En ia actualidad los métodos de mejoramiento uwvtilizando el
cultivo in vitro, dentro de =llos el cultivo de anteras, nos
puede permitir obtener varidades de arroz en corto tiempo, para
ello se hace necesaric evaluar la respuesta de las diferentes

variedades o© lineas a2 la induccidn de callo y - regeneraciédn de

plantas, va gue el cultive de anteras constituyve una aitérnativa
bastante Gtil, puesto gque permite entre otras cosas 1a obtencitn

de plantas haploides y de lineas diploides homocigotas a partir




del cultivo .iﬁ_vitra de anteras gue ;nntienen granos de pnleh
inmaduros.

En ‘ESté frabajn se evalud la respuesta de seis geﬁntipns de

arroz, a 13 induccién de callo vy regeneracitén de plantas
ntilizando diferentes dosis de radiacitn gamma (@, 19 y 3B krd)

como también diferentes solidificadores en el medip (agarosa vy

extracto de érrnz} para ver la influencia que tienen en la

" ronsistencia del medio a parti% dei cultivo de anteras, siendo .

éste un trabajo basice para futuras investigaciones.

El prbpbsitn de evaluvar dosis de radiacion obedece a que en S 4
rotrds paises, este mutagénico hé sido utilizado para ih:rementar |
1= anrmaciﬁn de callios vy regeneraciﬁn de plantas en 1357
variedades de arrozr de tipo indica. Segun lo comfirman los i i} {
ectudios realizados por los doctores Zapata{l?) y Chung (4) los @ ﬂf_', ;
Cualeé concluyen que a través de la radiacién se produce el
rompimiento de enlaces en el caracter de culturabilidad entre los
-caracteres agrontmicos inherentes al arroz indica, lo gue permite

expresar el caracter de culturabilidad, incrementando 1a

regeneracion de plantas verdes a partir del cultivo de anteras.




2. DEFINICION DEL PROBLEMA

I.a mayor parte de variedades de arroz gue se cultivan en

Guatemala, pertenecen al grupm'dé arroz indica, y son muy
pocas las investigacione=s gue se han realizado uwtilizando 1la
técnicra de doble haploide. Técnica que en otros paises ha sido
incorporada en programas de mejoramiento genético para la
obtenciétn de variedades de arroz en menor tiempo, Tomando en
consideracitn que el porcentaje de regeneracion de plantas es
muy bajo a partir del cultivo de anteras de yariedades de
arroz del grupoc indica. Por tal razdn es indispensable
realizar estudios en diferentes genotipos, solidificadores,
dosis  de radiacion etc. Los cuales permitan optimizar el
método para la produccidn de plantas doble haploide de arroz,
y asi establecer las bases para realizar uan programa de
mejoramiento genético de arroz indica, uwtilizando la técnica
de cultivo de anteras para éstimular ia inducccidin de callo vy
!regeneracibn de plants. Ya que en Guatemala se puede

aprovechar la ventaja de lograr homocigosis rapida, combinado

con inducccidon de mutaciones gue vya se esté trabajando

conjuntamente entre el Instituto de Ciencia vy Tecnologia
Agricolas (ICTA)Y vy la Direcciftn General de Energia Nuclear

{DGEN) para =1 mejoramiento genético del arro=z.




3. MARCO TEDRICO

3.1 Marco Coanceptual

Cultivo de Arroz (Oryza sativa L.}

En base a estadisticas agropecuarias de USPADA (8 ), 1la
agricultura naciunai guatemaitecé gira en torno a tres
grupos de cultivos: | |
- Cénsumn Interno .

— Tradicionales de Exportacidn vy

— No Tradiconales de Exportacim

En lo que se refiere a consumo interno, el cultivo de
arroz ocupa el Sto. lugar de exportacitn: cuya area fue en

aumento de 14,300 a 26,800 hectareas entre 1986 y 1988,

A

bajando nuevamente a 15,190 hectareas en 19389, st
produccitn se ha mantenido constante durante este periodo
en un valor aproximado de 35,000 toneladas mbktricas por

ato (figura 1).

80 SUPERFICIE (MILES Ha)

1086 987 vae 1989

ANOS

FUENTEEstadiations AQropacuarisa LIGPADA

Figura 1. Superficie cultivada de arroz en la Republica
de Guatemala (19856-198%)




En lo que se refiere a rendimiento, el arroz es el cultivo
que presenta los valores mas altos yrque han venido en
aumento a partir de 1786 comenzando con 2,300 Kg/ha vy

llegando a 3,000 Kg/ha (granza) en 1989 (figura 2)}.

. RENDIMENTO (Th/Ha)

FUENTE:Entadintioan Agropocuariss UBFAADA

Figura 2. Rendimientoc del cultivo de Arroz en Guatémala
(1986-1987)

Mientras Que en importaciones de cultivos tradicionales en’

1988 el arroz ucupb‘él tercer lugar con un promedio anual

de 8,000 toneladas metricas (fiditra 3)

IMPORTAOIONES {MILES TM}

10

1680 1287 1588 188y
ANCS - MPS OF MR

FUENTEEntadisticen Agropecuar)
Figura 3. fmpurtacio;ggmge Arroz en Guatemala (1786-198%)
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Ayudas para el mejoramiento del arroz

Segin 1. CIAT (2 ), el principal factor individual que
facilita el mejoramiento del arroz es la extraordinaria

diversidad varietal gue se encuentra en Oryza sativa y sus

especies cercanas. La amplia variabilidad es 1la piedra

angular del éxito de 1los programas de mejoramiento

varietal. El IRRI mantiene aproXimadamente EQ,BBBA

introducciones varietales y continia recolectande nuevas

introducciones en &reas geograficas de interés especial.

Pocos programas  pueden o deberian mantener incluso un
pequefic porcentaje de las variedades recolectadas debido a
lés enormes dificultades que ésto ﬁresenta.
'Afnrtﬁhadamente, los fitomejoradores de todo el mundo  gue
necesitan semilla con caracteristicas especificas pueden
- consultar 21 catidlogo vy solicitarias al IRRI. Los
investigadores de los pragfamas nacionales de mejoramiento
del IRRI vy del CIAT han transferido muchos caracteres

deseables a las variedades y lineas mejoradas (2)

El mejoramiento del arroz requiere afios de trabajo
constante duro vy sucio con muchos fracasos y  escasos

éexitos. Duizas un cruce en S00 o mas da origen a una

- nueva variedad y por cada variedad gue llega a manos de

los agricultores, decenas de miles de lineas se evaldan vy
descartan. No existe una forma fAcil de mejorar la

prnﬂuccibn de arroz (2}
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Mejora de Variedades

Eugladette (&), 1los objietivos de mejora de

variedades del arroz pusden =ser de tres formas:

Aumento de rendimiento
El rendimiento es el resultado del nimeroc de tallios con
panicula,

del porcentaje de esterilidad, del

granos.

semillas por panicula vy del peso medio de los

Por otra parte el rendimiento esti en funcidn de 1la
resictencia a las enfermedades, al vuleco, al desgrane; a

la sumersion y & la sequia (&).

Adaptacidon a las condiciones culturales

thna daptacibn mas ngradé de acuerdo con las condiciones
del cultivo lleva cpnsign una serie de obietivos: |
f adaptacitn a las condiciones del clima

— adaptacitn a la= condiciones del suelo

~ adaptacidtn a las condiciones hidricas

" —  adaptacibén a las mudalidades del cultivo (&6).

Dbfeﬁcién de semillas o granos de calidades determinadas
é traves dg la seleccidn se pueden chtener las
Qariedades cuyos granos  posean los mas ‘diversos
caracteres: .

— ecaracteres tecnoldgicos

— caracteres comerciales

- raracteres alimenticimz-(é).

La mejora varigtal tiene por objetivo final la obtencidn

namero de




& partir de un material vegetal, local o importado de

variedades, que posean un nuameroc determinado de
caracteristicas hereditarias correspondientes a las
cualidades deseadas., susceptibles, sin  embargo, de

variaciones limitadas en funcidon de las cnndicianes del

medioc vy de}r cultivo. Esta mejora yarietal pueds

pbtenerse mediante cuatreo sistemas clasicos:

- seleccidn o eleccidn de variedades de homogenidad
suficiente o de lineas puras en €l senc de una
poblacidn.

~ Introduccion de variedades extranjeras, gque deben
aclimatarse v servir de genitoras.

- Hibridacibn'a incorporacion en la variedad é mejora
de genes gue ptrovienen de otras variedades.

~ Hutacidn natural o provocada, determinando la
aparicion o la transformacién de los caracteres

hereditarios por accibn exterior (6).

3:1.4 Cultivo de Anteras

3.1.4.1%

Antecedentes histbricos del cultivo de anteras de arroz

segimn Hurtado, D. Merino, M.E.{11) 21 cultivo de poien

in wvitre tuvo sus primerps ensayos hace unos 39 afios -

aproximadamente inmediatamente despies del inicio de la

.técnica de cultins vegetales in vitro. © Sin embérgbf
estos trabajocs éalamente demuestran el qesarrullo de
'hapioides en tejido indeferenciado d_ ﬁalln, el .cuéi}
lnun;a se diferenc;b 2n brotes o raices. Fue hasta 19641

‘cuando  Guha vy Maheshwari reportaron que al cultivar

ok
.
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anteras de la anpgiosperma Datura innpyia se formaba un

gran niamero de embriones haploides (11).

El CIAT (3) reporta, gue la tecnica de cﬁltivn de

anteras fue utilizade con é&xito en arrocz por primera vez
ﬁnr Miiziki y Qono en 1968 y desde entonces se ha usado
extensamente en China en donde se han prnducidﬂ

alrededor de BHlL linéas mejoradas v unas 18 variedades

comerciales. HNo obstante su aplicacitn en los programas

de mejoramiento coemo una técnica rutinaria  ha sido

limitada dehido fundamentalmente a ia fuerte influencia

del genotipo sobre la respuesta in vitro, encontrandose
una mejor respuesta entre los pertenscientes al grupo

japobnica en comparacidén con los del grupo indica.

Inducecibn de Microcallos

En esta primera fase se siembran las anteras inmaduras
en un medio de cultivn con altas concentraciones de
auxinas {(Z.4-D v/o fAcido Naftalenacético) con o sin
citocininas, las que estimulan la formacion  del
microcallo a.partir de las microsporas. Después de dos
dias de cultive ocuwrre la primera divisiéq mitotica de
la microspora que da como resultado la formacion de ddé

nacleps: &1 vegetativo de mayor tamafioc y 21, generativo

mas pequeffo, los cuales estan separados por una

membrana. El niclec generativo se degenera rapidamente

FR S

y agensralmente  desaparece antes de que el nﬂcle@

vegetativo se divida de nuevo. Olrededor del quinto diav




de cultivo in wvitro el nGcleo vegetativo inicia - 1la

- divisitn ‘mitéhtica. En las primeras divisiones

generalmente se originan  memberanas celulares que

permiten la formacidn de nbtcleons - independientes, cuyo

numero puede variar de 2 a B por cada microspora (3).

A los 20 dias de tultivb se forma una masa de tejido

amprfo con mas de 188 células por cada microspora
involucrada en el proceso; éste es el denominado
microcallo gue alrededor de los 48 @ 5@ dias dependiendo

del genotipo, alcanza un tamafic de 2mm, considerado como

el mas apropiado para iniciar el proceso de regeneracién

de plantas. Agnque ain no se sabe cuﬁ exactitudr como
ocurre el doblamiento cramosémico del 5@% de plaﬁtas
regeneradas  por cultivo de anteras, las observaciones
citolégicas del desarrollo de las microsporas en esta
Etapa,'permiten suponer dos formas, mediante las. cua;es
puede ocurrir la diplmidi:acibn 0 poliploidizacion. En
la primera llamada fusién nuclear, cuande g1 cultivo se
inicia, a partir de microspaoras en el estado uninucleado
temprane o medio, no hay formacion de membrané celular
entire los nicleos en 155 primeras divisiones mitdticas
del nicleo vegetativo, haciendo posible la fusién de dos
o mas nucleos, lo cual origina callos dipleoides o
pdliplnides, o cuando el proceso de cultivo se ha
producide & partir de microsporas en estado uninuclgaﬁn

tardio, el nuclep vegetativo se fusiona ron el nucieo

generativo vy origina un callo dipleoide. En la segunda f

e
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forma llamada endoreduplicacion, al presentarse la
mitousis de las células haploides no hay separacidn de
los cromosomas  duplicados, o cual conduce a ia

formacién de uwun solo nicleo con un namero doble de

cromasomas {.3%)

Diferenciacitn Celular para generar Flantas

Una wez 1los micrééallns han alcanzado el- desarrni;n
adecuado o sea un tamaﬁﬁ de Zmm smn\transferidos a otro
medio de cultive gue contiene concentraciones bajas de
auxinas, petro altas de citoguininas {(Kinetina o -bencil
aminopurinajl, las gue estimulan la dirénciacién de la

células del microcallo hasta generar plantas (3).

En los primeros estados de desarvrollo, el microcalloe es
una masa de celulas sin diferenciacidng poéteriomente
les células desarrovlian vacuolas y se empieza a formar
el tejido peatrenquimateoso. En este tejido se diferencian
meristemas localizados algunos en 1a periferia,
denominados meristemas periféricos, vy otros estan
dispersos dentro de la masa parénquimatnsa, denominados

endomeristemas dispersos. Los meristemas periféricos

11

originan los puntos  de crecimiento o vyemas de la

plantula, mientras gque de los endomeristemas se originan

los primgrdios de las raices. En los primeros estados
!

del procespo de amprfonénesis, las yemas y las raices se-

desarrollan independientemente, sin ninguna coneccidon de

tejido vascular entre ellos.




1.4.4

‘organogénesis,manipulando los reguladores de crecimiento

'VEI cultivo de anteras ha hecho puSible'él desarfullﬂ 'qéd ;

caracteristicas deseables dentro de periodos tnrtcs'y;ié

12

PcstEﬁ}grmgnteﬁnséftdésé#?élla el tejido wvascular que

conecta el vastago con la raiz, comformando asi la nueva

plantula. Estas plantulas tienden a macollar déntrn- del
medio de cultivo v desarrnllan hojas tipicas a los 38 o
46 dias después de ocurrida la transferencia de los

callos al medio de regeneracién (3).

Segian la FAO (7)) La regeneracitm de plantas a partir de

los callos se consigue | a traveés de

exdégenns. Con frecuencia las plantas  regeneradas -son
anormales vy abunda el albinisemo. e=s usual el cambio de

ploidia en las celulas de los calles y en las plantas

regeneradas ¥ a partir de eéstos. La adicidn Vde :
paraflugrofenilanina  al medio de .cultivn' paréce ?
estabilizar o seleccionar las células hapluides en '1ué? ,r;ﬁ
callos.

Aplicacidn del Cultive de Anteras en el Meja?aﬁientn - de  ‘ %4
Arroz |

CHUNG, G. S (4) Indica gue los mejoradores de arroz
intentan desarrollar variedadés de altu rendimientn ﬁon
resistencia a EnfgrmedadES e insectbsry con faleraﬁcia
al stress. De Cualquiqr forma la acumﬁlacibn ﬁe Vafias
caracteristicas deseables dentro de tualquier.'variédaﬁ

es casi imposible de lograr en ciclos cortos de

meioramiento.
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celeccitn de nuevas lineas a partir de interespecies F1

o F& por esta razdn ez ahora usada para mejoramiento  de

Ssgan HURTADD, B. (11} El proposito de cultivar anteras y
porlen es 21 de produciv plantas haploides mediante 1a
induccitn de la smbricgénesis a partirv de microsporas de

granpe de polen inmadurgs. Al contener laz mitad deti

MM Cromusomico, las plantas haploides puedsn
gmplearse =n programas ga fitomeinramiento para
seleccionar carzcteristicas deseables, o bién para

desarrpliar lineas homocigotes para la produccidn de

hibridos en especies incempatibles entre si.

Frogresos recientes en cultivo de anteras de arroz en la
estacitn experimentzaide cultivos Yeowignam {(yces). Forea
hie auwmentado la frecuencia de regensracion de plantas de
B.1% en 1782 a 5.6% en 178&, v ya existen dos lineas
#lite promisorias  listas  para  pruebas de  campo Y
determinar su adaptabilidad a las condiciones locales
(4).
FEIFFERS (17)., Wtilizande diferentes genotipos de arroz
agbhtuvo un Z9.8 % de induccion de calloa_cmn el cruce de

L} * - -
arroy Buarani/Dowrado Frecoce, v un 784 de  regeneracién

de plantas verdes con el cruce L8%11/Cuibana.

CHURNG . G.5. {41 Err un estudioc utilizandon 4 medips

diferentes de irnduccién (FS, Miller. N&. N&6-Y1), obtuveo




bun porcentaje de induccidn de callios de 45.3 y un 1203

¥ de regeneracidn de plantas verdss con el medio Me—-Y1.

RAINA.S.E. (14). Utilizande los medios de induccién  SkK-
i. HMB8N vy cpatro hibrides de arroz cbtuve 18.74 de
induccion de callo v 44.2% de yegensracidn con 21 medio

SK—-1 vy el hibrido H—-4, como también 14.0% de induccion

de callo y 17.3 %  de regeneracion de plantas verdes con

=l medic MSN y el hibrido H-4, habiendo plantado un

Milyvang 98, wuna varisedad de arroz tipo japonicas derivada
del cultivo de anteras a mostrado recistencia a virus vy
poses buena calidad de grano. En ia produccidn de estas
caracteristicas deseables, el meioramiento de Milyang 70
conr solamenteg 4 afios, en este punto estuvo lista para
prrushas de campo {4).

£l meijoramiento de arroz a través del cult;vo de
anteras, necesita un estudio detalizade posterior en el
control artificial del nivel de ploidia y de plantas
albinas In wvitrc come también =1 meioramiento de 1la

culturabilidad de las varisedades de arroz tipo indica

La Androgénesis v los Faﬁtaﬁes que la Determinan

Segin  la FAD (7)), la Androgénesis es un término que se
refiere a la mcdificéciéni del patrén normal de
desarrello del palen gue da por resultado l1a fnrmaciﬁn

directa de embriones.

14




Z.1.4.6

Uno de lops preohlemas gque se presentan con mayaor
frecusncia en el cultivo de anteras ez el bajo
porcentaie de  Androgenesis. FPFor esa razn cCconviene

revisar algunos de los factores gue influyen en el
priocesoc (7).
La Androgénesis ez un fentmeno gue esta intimamente
relacionado a2 la censtitucidon genética de las especies.
5e ha observado por ejemplo, gue los miembros de 1la
familia Sulanaceae y Gramineze tienen relativa facilidad
para la | Androgpénesis In vitro. La capacidad
androgenética difiere incluso entre especies o e
variedades dentro de una misma especie (7).
Factores gue Influyen =n 21 Cultivo de Anteras de Arrosz
in Vitro:
CQLﬁERDN,DIﬁE,J.H_ {1}). La frecuencia de regeneracitn de
plantas pravenieptes de cultivo de anteras se ha
incrementadno. Los siguientes factores son  importantes
para  lograr alta frecuencia de regeneraciGn:
- El genctipo
- jeas ccndicimnes ambientales ¥ el estado fisioldgico
de la planta donante.

- El estado de desarrcllip del polen al iniciarse el

r

cultivo.
— El medin de cultivo.

=  El ¥ratamiento de las anteras éntes del cultivo.

= La pared de la antera.

15




S.1.4.6.1

iLas rondiciones fisicas de incubacidn de las anteras.

£l genotipe

B

genotipe es el factor mas importante y el gue mas
influye en el desarrollo de las microsporas In Vitro,

lips como =n 1=

Y

tanto en 1z induccidn de cC
regeneracidon  de érganos y plantas, v posiblemente  en
2l albinismo. Se han encontrado diferencias en la
respuesta entre las especies. grupos vy variedades de
arroz, siendo =1 grupo Japftnica el que mejor ha
recnondido a1 éultiva In Yitro. Aungue las variedades
de  Secanoc respoanden mejor al cultivo en comparacion
Con las=s que crecen  bhajo  risgo, los hibridos
neneralmente superan a las variedades, presentandose
una marcada heterosis en su respuesta al cultivo  de

anteras. Hay evidencias gue la induccidon de callo Y

‘la regeneracidn de plantas son caracteres bajio control

genéltico simplei: pero independientemehte uno del otro,
2o I tanto existe 1a posibilidad de me jorar
genéti&amente cada fase. La presencia de plantas
albinas en poblacionss generadas a partir del cultive
de arrteras In Yitro es de comin ocurrentia
ecpecialments en los cereales. En el arroz 1a
aparicidm de planitas carentes de clorofila varla con

=1 genotipo: =n algunos casos puede obtenerse una alta

. rata de regeneracidn de plantas en el total de 1la

Copoblacifon, pero e1 pdrcentaje de plantas albinas puede

ser alto (8G-5@%;. fungue aln no se sabe con claridad
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a qgue se debe la aparicion de plantas albinas en  las
poblaciones obtenidas mediante el cultive de anterass:
existen evidencias de gue el albinismo esti
relacionade con =21 deteriorn del ADN de los plastidios
y tcon las diferencias en 2]l ARM de los ribosomas de
ics plastidies, teniendo en cuenta este factor es
importante aclarar que en el cultiveo de anteras de
arroz In VYitre no hay una correlacion entre la
produccion de callos vy regeneracién.de plantas verdes;
por lo tanto cuando =e estd evaluando germoplasma  por
sus  respuestas  al cultivo de Anteras In Vitro, se
deben tener en cuenta por separadoc la fase de
induccifén de callos v de regeneracion de plantas

hasandpse en 2l namgro de anteras gque  han  sido

sembradas (3.

CHUNG,.BG.S (4) reporta gue el éxito del cultive de
anteras de arroz Bs afectado par 21 genotipo de los
materiales inoculados. La frecuencia de induccion de
callo vy regeneracién de plantas en hibridos F1  vario
de acuerdo a los padres de los cruces. La
culturabilidad de los hibridos F1 fugé muy baja cuando
los crucres fueron hechos entre variedades de arro:z
tipo Indica y Tongil, =i uno de los padres tenia buena
culturabilidad, los hibridos Fi mostraron
conparativamente un alto nivel de reapuésta, el autor
considerd 1la habilidad de formacién de callo en
anteras de arroz como un caracter

cultivo de




heredahle. it del cultivi de anteras de

purde incrementarse grandemsnte si1 la seleccion

es de genotipos con vna buena respuesta.

Condicicnes Ambientales v 21 Estade Fisioldgico de 1=
Flanta Donanie

Las condiciones de grecimiento des  las plantas
donantes,. tales como =21 fotgpericdo, la intensidad de

la luz, 1la temperatura vy ] nutricidn mineral

influyen en el desarrelleo de las microsporas en el

En  observagiones realizadas 2 los granos de  polen
maduroes contenidos en 1s rteras de arroz, se  han
identificado dos  tipos de granes de  polen con
diferencias morfologicas. Este factor diferencial
dencminado dimorfismo del polen, consiste en gue
algunps granos presentan ol estado morfolsgico normal.
pero otros  censiderados ancrmales,  son de menor
tamalio, con tincidn déebil del citoplasma 4
generalmente presenta divisiones anormales similares
ai process de  division gue se  presenta cuando

cultivan los granos de pelsen en un medio de cultivo In
Yitre. A los granos de palen ancrmales se  les  ha
dernominado granos-8 o granos-F vy ce cree gque Soan los
responsablies de la proliferacion celular que da  como
resultado la formazcidn de calleos cuandon se someten las
anteras al B R Vit - Su presencia dentro de la

poizlacion d ! ta predeterminado por las




F.l.A4.60F

condiciones ambientales bajo las que se desarrclla =1

estady fisiologico de las plantas donantes (3).

El estado de desarvrollo de 1a planta donante en el

momertn en qus ce cortan las paniculas influye también

I‘ﬂ

en leps recultados pbtenidos en 21 cultivo de anteras.,

Talat
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i
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ras de las primeras inftlorescencias tienen una

acidad de respussta mayoar, que las gque provienen de

1]

ca

T

la stapa final de la floracidn. En algunos casos  las
anteras de plantESJ donantes gue crecen bajo
cendiciane% de deficiencia de nitrogenc responden bien
al cultive in Yitro. En gensral, lé variacién en la
respusstia al cultivo In Vitro de las anteras de
plantas qus crecen bajo diferentes condiciones
ambientales, puede ser debido a la diferencia en el
contenido de haormonas enddagenas (3).

£l esfado de desarrollo del polen al idinicizarse el
cultivo

El estado de desarrolio del polen en Elimmmenta en gue
sg separan las anﬁeras para someterlas al cultive In
Vitro, es un factor clave para asegurar una respuesta
exitosa. En estudios comparativos vy Enrla practica se
ha determinado gue la stapa de desarrollo del pelen
caorprendido entre el estado unicucleado tardic o
micyrospora  tardia v el binucleado temprano o polen
temprano, es  la éoptima para asegurar una respuesta
exiiosa. 51 la siembra de las anteras en el medic

nualtritive =g realiza cuando 2l estado de desarrallo

9




del polen ectés en una etapa anterior o posterior a las
mencionadas, ia produccitn de callos decrece

notablements (3},

Lz frecuencia de induccion de callo es alta cuando son
inoculadas las anteras gque contienen pelen en estado

uninuclieads (4).

Existen muchos métodos por los cuales determinar el

estado de desarrollo del pglen bajo uwn microscoplio:

Divisisn del Huclep., Fosicidn del FPoro del " Folen en

relacion al nuclen v al didmseiro de la microspora o

diforentes estados de desarrollo. De cualguier manera

2l sstade de deserrollo del polen determinado  por
analisis microscopico, difiere de acuerdn al gruapo
varietal, condiciones culturales v a la posiciton de la

espiguilla dentro de la paniculas (4}).

Desde el puntgrde vista practico, el estado édplimpo de
inoculacién de anteras es determinado generalmente por
la dietancia entre las dos auriculas superiores v el

grado de desarrollo de la antera en la espiguilla. E1

graio de desarrolle de la antera en la espiguilla es

2l meicr método para determinar 21 tiempo apropiado

para la inecculacitn de la antera. A pesar de gue

Maodoengbyeo {una variedad Japonica de. Arroz) tuave un

periodo de inooulacidn de anteras ligeramente mayor

—-

gque HMilvang 5 (tipo Tongil), lo=s mejores - resultados
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fusror chtenidos cuando 21 desarrollo de 1a  antera

alcan=f  hasta 172 — 173 del largo de la espiguilla
(F). De rcualpuisr forma si las  panicwlas  fueron
pretratadas a baija temperatura antes de la

i

inocuelacifn, el pericdo 6ptimeo fue cuando las  anteras
alcanzaron  L1/3 ﬁé"lar‘lghgitud de la espiguilla.
Cuande  lazs anteras fueron inoculadas en el estado
uninucleadn tardic, la frecuencia de regeneracion de
nlantas verdesr decrecid v 1a de plantas albinas
auunen b aired&ﬂur_del Y. del total de calles fuesron
inducidas 20-48 dias despues de la inpculacion de la
antera, mientras que wios @ poCos callos fueron
inducidos despues de DY dias. La edad del calle, el
nimmero  de dias desde la induccion del callo hasta el
trasplante, afectd la tasa de regeneracion d= plantas.
le frecuenciz de regensracion de plantas verdes, fus
alta cuando el callo tenia de 11-78 dias, pero la
frecuencia de plantas albinas aumentd cuando 21 callo
tuvo mas de 3@ dizs. bLa edad del callo mas efectiva
para la regeneracion de plantas verdes, fue alrededor
de 280 dias despues de 1a induccitn del callo, cuando

el callo tesnia de 2-F mn de diametro (4).

El medio de cultivo

Uy factor determinante paré 21 cultive de polen o
antaras es el medioc nubtritive sobre el cual sean
capaces de grecer: la composicidn hormonral del medio

también o= determinante para la iniciacién del celtiveo
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(11)y. Bitsh él??@)-citadm por HURTADO (11) reportd gue
=1 agua HEStilads, csuplementada con sacarosa vy hierro
quslatado, como medio de cultivo, eran suficientes
para cbtenef smbrinides de microsporas dentro de  las

anteyas,

Sharp y colaboradores {(1973%) citados por HURTARO (11).
setimularon la formacidn Jde colonias de callo msdiante
la técnica del culitiveo de nedriza. Ellps colocaron

anteras de Lycopersicum esculentum =0 un medio de agar

v las cubrieron con un pequefio disco de papel filtro:
sobre e=llas se'piﬁeteb una gota de polen a2 partir de
urn  cultivo en cospensidn. Eil cultivo se mantuvo ton
luz v a una temperatura de ESDCS apareciendo colonias

de celulas parenguimatosas un mes después,

Frn cultive de anteras de arroz, ics primeros estudios
gue se hicisron. fueron en medios basicos MS
{Hurashigs-5koogl ¥ Miller, pero recientemente ha sido
adoptado ampliamente 21 medioc basico M6 con  contenido
de amcnig modificado.De cualqguier forma hay cierta
dificultad en el uso del medio basico N  para Vtudns
lgs genotipos, especialmente cuando el arroz es  de
tipo Indica. Es sabido gque =1 medio usado para
induccion de callo influencia 1alta5a de ‘regensraclion
de plantas después del trasplants del callo (4). En
una  evaluacion de medies bdsicos para cultivo de
anteras dé arroz, el medioc basico M4-Y1 did mejores

resultados gues M5, HMiller o M4, El contenido de




nitrégenD  tmfgl del medin basico N4—-¥1, fue el mismo
gue =1 N&, pero en el medio Ne—Y1, tomd la forma de 28
mo MENO-,  1.75 m F{MHZ)-504, v 1.75 m ML-Glutamine,
mientras gue el nitrogeno en Mé estuvo presente como

28 m MKNDg, 3.5 m M(NHg),50; (4).

El tipo de ageéte Qelificante para 21 medio de cultivo
smpleado en la -Etapa de regeneraciton de plantas,
también influye en la respuesta al cultivo de anteras,
DbteniéndQEé mejores resultados cuando se utiliza
agaronsa y.gel—rité en comparaciion con =21 anar. Gtros
ﬁompcnentes del medio como la sucrosa Y los
reguladores del ;recimiento JjueEgan un ﬁépel impnrtante
en la androgénesis o desarrello éE la microspoara.
Tambien =2 dehe tener en cueata los  reguerimientos

pemiticos de ls microspora, ron 21 fin de mantensr una

constante divisidon celular {3},

FEeguladores ‘de crecimiento EHngﬁGS tambian =an
refquericdos -para ia induccidon de cxlle y  vregeneracion
de piant35 en cultivo de anteragr de‘ arrocz, una
combinacion de 2 ma/1 de ANA {(fAcido Maftalenacstico) vy
1 mg/i de Kinetina mostraron mejores resultados gue
les otros reguladores del crecimiente usados, solo o
orn cmmbiﬂacibﬁ paré induccidn de callo. Cuando las
anteras ds arroz, fﬂerﬁn pretratadas a 10°C durante 15
dias, una combinacion de ANA, Kinetina Yy - AAR (Acido

Abscisice} di¢ una mejor respuesta, en ambos términos,




induccién  de callo ¥ régeneracibn de plantas wverdes,
gue &1 AMA =plo o una combinacidn de AMA y  Kinetina.
La frecuencia de induccitn de calle en los medios
liquidns fue mucho ma?ﬁr gue en leos medios sHlidos,
pero la  freEcuencia de.regeneraciﬁn de plantazs en
medins  liguidos fue muche menor coemparado con los:
medios  sdlidos. i.as bajas tasas de regensracidn
pueden deberse & 1a .'iqsuficiencia del callo
prrecipitado a2l fondo del medic liguide.  Fara aumentar
la reaccitnm pusde ser agregade extracta de papa o un

o un puente de papel usado para cultive liquido (4).

Er base a la FAO (7}, la sacarosa juesga un papel
ezenuial en la i&du:cién de 1= andreogénesis. Ademas
de servir comp fuente de carbono también participa
come osmoregulador. La concentracion de sacarosa en el
medio de cultbtive fluctia entre 2-6% y en  ocasiones
puede liegar al 12%. La glucpea tiene efesto positivo
en algunos casps. E1 nitrdgeno eierce cigrta
influencia en la androgénesis. E1 nitrato o el amonio
en ocasiongse no puede subsistir a glgunos_ amincacidos
gue parecen ejsrcer un papel especifico durante las
diferentes EtapéE de desarrollo de los embriones. L_a
glutamina es probablemente benefica para conseguir la

diferenciacidon in vitreo en la mayoria de las especies.

Las vitaminas aparentemente neo son esenciales  para
induecir la Tormacién de embyriones a partir de polen.

Sin embargo, se recomienda la adiciétn de gllas para




ﬁrbmgver =1 desarrollo en las etapas ppsteriores.
Entre lons micronutrientes el hisrro tiene una
influencia esenrial en 21 desarrollo de los embriones,
Hajas concentraciones £ su ausencia én el medio
inhiben so cre:imieﬁta, principalmente en la etapa
globular. lps guelatos de hierrc come 1 Fe—EDTAH
{acicdo etilendiamino~tetra-aceticn) son mas eficientes
que el  nitrate féerrico en la promocidn de 1a

4
¥

andyrogénesis (7).

Sin duda aléuna los reguladpres de crecimiento son los
componentes clave para la induccién de la andrpgénesis
en la mayoria de las especi=s. 4 pesar de gue  las
plantas del género Nicotizna y ptras splandceas  son

avtgsuficientes en hormonas durante la embriogénesis,

o ma=s comun = gue S8 requieran combinaciones
especiticas de auxinas ¥y citocininas. Altas
concentraciones de  auxinas  tienden a2 inducir 1a

formaciton de callosidades. En pcasigrnes la adicidn de
antiauxinas come =1 acido triyvodobenzoiceo. aumentan la

embriogénesis (7).

Existen articulos acerca de la esstimualacitin de  la
androgenesis por la presencia de carbon activado en el
medio. fiparentemente el carbdn activado actuia
rempviendp  Anhibidores de crecimiento o 21 exceso de
auxinas en el wmedic de cultivo. Las cCconcentraciones

gque se adicionan varian entre B.5 ~ 2%
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Cuadro 1. Medios mas usados para le induccitn y regeneracidn  de
plantas en cultivo de tejidos.

Medios para Fedios para
Induccion - _ Fegeneracion
Mg ' . Fapa II Furashige & Skoog
mg s 1 . mg/l mg/1
MM ND o , 1.65@
(NH4) 80, 463 100
MO Z.838 1,886 1.900
EHqFUQ 4 ranalvi] 178
- .

HQSDQ7HEG 185 126 7@
Callo2HL0 166 . 44@
Ca{NDB)EﬂHEU 1@8
KC1 | 36
H. B0 ) 1.6 ' ' 6,2
Mn5044HTD 4,4 22.3
InS047Ho0 1.5 . B.&
Na Mot 4 2Ho0 . e,zs
CuS0 45H.,0 0,825
CoClL6H,0 , 0,825
K1 B, 83 o ®,83
NaEEDTA I7 .3 37 .=
FeS0,7H.D 27.8 27.8
M—Inomitol 180
Tiamirna—FiCl 1 1 @,1
Acide nicotinico B.5 f,a9
Piridoxina @.5 2,5
Glicina 2 2
ANA = . 4 1
Kinetina . 1 4
2.4-D 2.8
Sacarosa £a.8006 50 .20 z0.008
Extracto de papa _ ' 128,998

Gel-rite 1.5012
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Cuadro 2. Compgsicidon del medio N.-Y1 para cultivo de anteras de
ArFroOz.

Componentes - . Contenide (mg/1)

Macronutrientes

(HH ) =50, 271,98
KNG : 3 ' 2,930
KHAFL, - - 40
'DaClEEHéD . 166
Ma50 4 7HLU : . : 185
Micronutrientes

M5S0 ,44H,0 ' : 4.4
InS,7H-0 1.5

H B 1.6
K1 : &G.8
FESDq?H?O _ - 27.85
Ha-EDTA I7.75
Supliementos Uroanicos

Glycine | 2.8
Micotinic ecid _ B.5
Fyridorine HUI1 F.5
Thiamine HCEI ‘ 1.8
L-Glutamine 2465

T.1l.2.45.% El tratamiente de las anteras antes del cultive
Fewm muchos affos se mantuvo la practica  rutinaria  de

aiz=lar las flores de la planta donante, separar sus




anteras e inmediatamente colocarlas bajo condiciones
definitivas de incubacisn,  Sin embargo, en les

fltimos 13 affins esta practica se ha modificado al

descubrir gus a2l someter las anteras 2 un tratamiento
fdz bajes temperaturas antes o despudgs de sembrarlas en
el medio de cultivo, s incremeEntzs la  produccién de
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callos sit
una praciica esencial dentro de 1z téonica utilizads

para el rultivo de anteras (3}).

El pretratamiento frio se ha convertido en un  paso
gsencial en =1 cultive de anteras de arrpz, desde que
fue descritp la prihera ver por Chaleff, etc, en 1770,
Investigadores han reportade varios tiempos bptimps ¥
teppersturas necessarias para el pretratamiente frio.
Cuando las panicules de Milyang 23 (variedad dem arroz
tipe tongil) fusron oretratados a 6 o 12°C durante 5

& 25 dias, =) pretratamiento de 1Z°C por mas de 206

dias inerementt Ia fTrecuencia de plantas slbinas (4).

Cuando son cultivadas muchas anteras a2l mismo  tiempo

sn un programa de mejoraniento 21 pretratemiente frio

o

eneficic de imnortancia practica, en

I

puedes  tener un

termings de ahorro de tiempo vy trabaidio (&Y. Las.

investigaciones en la fisiclegia de las  z2nteras - han

‘revelado gue los efectos del tratamiento con frio v en

uz, consisten en reducir la actividad

W
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Ripldgica desil arguesporio gque alberga e los granos  de

pelen, manteniendo su wviahilidad, vy  evitando 1a




Z.l.4.6.4

dehiscencia prematura de las anteras en =1 coltive (3).

o

yngue  existen obtros tratamienteos fisicos come  lacs

in
a
.
-
Y
[
Tl
U}

irradiacicnes con Hayvos Gamma a las antera
semilliss. v gulmices como la utilirzrzacion de £olchicina
y ethrel en =]l medic de cultive, &1 tratamisnto con

siendo 2! mas utilizado v el

Temperstura

Err  =ziounas gramineass el pretratamiente  pusde darse
o g = T i f— | =
entre  13-1370 durants 214 dias. flcezsicnalmente el

pretratamientno a algunas especies s a  temperaturas

B s P ; ~ ;
més altas (Z5-357C:; 24 horas). @& veces la alternancia

de bajas vy altaz temperaturazs  puede dar buencs
resultados (7).

La gmperatura de incubacidn durante el cultivo de
anteras  ess otro factor gue se debe considerar. E}

anmento  gradual de la  temperatura de 14 =2 18 vy

posteriormente a 25°C en intervalos de 5-7 dias pareces

m

favorecer la androgénesis. En general la

temperatura de incubacion es de 2Z2-28C (7).

it

La pared de la antera

En Experimentos‘#éalizadns cultivando granos de polen
in wvitro, ios Feégltados han sido favorables  s6lo
cuando estos han permanecide unidos & las anteras en

el medio de cultivo por lo menos unos dias  antes de
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Biblioteca Centra




=Pr.aieladmsn Eeta ez una svidencia de la importancia
gue tienen las substanpias fiEimlégicémenfE activas
ccnténidas 20 =1 tépete o pared celular de 1la antera
i enn la formacién de calle v la posterior regeneracion

de rlantasy or e£zsto e= i1mportante mant=ner una
P ; (& ) f .

.0

densidad de siembra Optima en el medio de cultivo (3},

Z.1.4.46.8 Las coendiciones fisicass de incubhacidn de las anteras
La temperatura-adecuaéa para los procesps de formasion
de callos v dg Fegenerécibn de plantas esté entre los
24 vy E&dﬂ o temperaturég por encima de 28°C  las
anteras ée degeneran rapidamente, disminuyen 1a
formacion de cailés vy aument= la pﬁeséncia der plantas

"albinas {(F}Y.

ta cantidad e intensidad de la luz neo aftecta
drasticamente  los resultados del cultivo de anteras;

sin embargo, meantener el cultive en la oscuridad

durante la stapa de formacion de callos  favorece su

rapido crecimiente una ver qQue los callos =on
transferidos al medic de regeneracion, la luz es —
S

el proceso de fotosintesis en el

i}

necesaria par
decarrolle de las peguefias plantas (3).

3.1.5 Empleo de la radiacibn gamma

MORNTEFPEQUE.R. (12)."La FRadiaciHtn Gamma es des la misma
naturaleza gque la luz v los Rayos X, estd constituida por

fotones de muy corta longitud de onda, por Il gue es

. —
foeprtn S
54« "‘Sn AL A FRY g e

______Sr— - " - -




altamente penetrante. ™

"En  la produccion industrial de Rayos Gamma, se  emplea
normalmente -lDE nirlidos Cobalto-&8. fuente ﬁe radiacién
gamma y Ce=io 137, fuénté de radiacifon gamma que es la gque
se ha utilizado en egberiencias antericres, tiene una
energia de un millén de electrones veoltio (1933 Mev) v una
luﬁgitud de onda de lﬁlm cm. HMazen M, M vy Fernandez G, J.
citados por HnntepEQUe (12) indican qﬁe e} Rad., e= una
wnided wiilizada para medir la cantidad de radiacidn
absorbida #DF cualguier tipo de material y representa 1a
abﬁchién de 180 ergiocs de energia radisnte por grame de

material irradiado.

Montepegues, K. (13) en un estudis hecho en  arroszs (Driza
gsativa L.) utilizando la wvarisdades ICTA-Virginia ¥

Frecozicta con el ohietivo de obtener genotipos de ciclo

Brecos. resistentes o tolerantes a FPyricularia orizae

encantrd gue en la variedad ICTA-Virginia, cor und

Cirradiacidon de 258 GY . =1 = obtuvieron mutantes

morfeolégicos, clorofilicos, con tolerancia a F.o grizae v
de maduracion de 10 dias més precoz que  la variedad
original, y en la variedad Frecorzicta, con una irvadiacién
de 3I18 BGY, se opbtuvieron mutantes murfolégicu% con
tolerancia a F. orirae y de maduracion 28 v 10 dias mas

precoz gue la variedad original.

Bbhietos v metodos de tratamiento

Todas las partes de la planta pueden ser irradisdas por
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vurn metnde u ofrp, pero alouncos son mas faciles de tratar

gque otras. Ademas de las coimunmente tratadas semillas Y ' .
prrlen, piantaé, anteras, tuberculos,. cornos, bulbos,
Estmlﬁneg v céiﬁiaa, tejidns' u dorgancs en cultivo

artificial. pueden ser irradiadas,

Existen grandes diferencias en la radiocsensibilidad de
las difersntes partes de la palnta; la reaccitn de -un
tipn dado de celula a)la radiacibﬁﬁ depende  de . las
condicion=e fisiplfgicas en el momento de la irradiacion
asi como de las condiciones pre vy post irradiacidn. Fara
producir igual cantidad‘de.daﬁo cromasdmnico en puntas de
raiz de cebolla, irradiande diferentes  érgancs. deben
saminiestrarse dosis en unag relacidon 1:8:B8 a la raiz  en
crecimiernto, el tlhbp dornante b la zemilla,

respectivamente. La degci=idn debe ser  tomada por el

investigador en 1o concegrniente a la parte de la planta

mas apropiada oo estado, vy reguiere (En] praofundo;

conacimiento del organismnmo vy obistos del sauperimento (14)

BEMILLAS:
Las semillas <sorn un - material favorecido para Ia
irradiacitn en muchos experimentos de induccién de
mutaciones v mejuraéienta practicoe. Milan st al (19561)
punntualizd las wvertajas 'de utilizar semillas de
cebada,las cuales pueden aplicarse a la mavoria de las

especies. Las semillas pueden ser irradiadas en muchos

ambrientes fleices normalmente ftolerabkles - splo - en

moléculas ' no vivientes., Fuedsn sscarse, humedscerse,




calentarse v congelarse. pueden mantenerse por largos

periodos de tiempo bhaic un vaclg casi libre de oxigeno
a=l comz bajo alitss presiones de oxigeno u niros gases.
Cuando gtan seCas,.las semillas son cAasi inertes
bioldgicamente v estas condiciones ambientales severas

biclégicos significativos. Este es

il

noe  cawvsan  dafios
favorable, debido a gue ectas condiciones rigidas  son
rnecesarias para el control apropiade de factores que
medifican =1 daffo inducido por la  irradiacidon en la

semilla.

Las semillas dornantes secas son también Ffaciles de
manejar vy pusden ser embarcadas largas distancias. De
cutalguisr manera, se reqguiere mayores deosis de radiacidn
para produacir suficientes efectos gengticos gue cuandq
se irrvedia ptra parte de la pianta,EEtc puede  ser
zignifirative cueando lz disposicidan dé recursos  limita

Ias tases de desis. For otro lado. hunedecer las

semillas antes de la irradiacidn reduce el nivel de
dosis  reguerideo pero introduce algunos factores gue  lo
camplican. Mo es facil reproducir las condiciones de

tratamiento con semillas humedecidas o germinadas (14 )

1

0105, Induccion de motaciones
L2 planta de arrez puede ser objsto de mutaciones
raturales, cue son més frecuentes de 1o gue generalmente

ce cCree. La=s mutaciones artificiales pueden =er

ohtenidas de diversas mansras:




- Emplen de substanciss mutagenicas,  tales Como
colaguicina., o substancias radiomiméticas (sulfato

neutro e etilo, metano sulfonato de stilo).

- Utilizando la radizciton con la ayuda de los rayos X

v B, de los nsvtrones térmicos v rapidos,. etc.

Las s=ustanciaz o los agentes mutagenicos, pusden ser

aplicados en la florFacidn faccidn de la i1luwminacidn, por

obre las semillas.
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Entre I.as sustancias wmutagenicas uwtilizadas para la
irradiacidon sg pusden encontrar los rayvos gamma de  la

=

bomba de cobalto del F35, etce.{é&).

Asi se obtienen diverszas mutaciones dej;
- Eil enanisme de las plantas

- La Iorgitued del grano

-  El grosar de ia ﬁariﬁpside

-~ La longitud del cicle vegetativo

— ba accitn clorofilica

- El albinismo, etc.i&)-

Entre las propiedades importantes qu pueden lograrse se

cuentan las siguientes:

- Aumento de la resistencia al encamado: El Emﬁamadn
e=s  un problema grave, gue afecta a los cereales vy
especialmente a 1a cebada y al  +frigo duro. Las

propiedades deseadas consisten sen una redueccién de

la altura de la planta v un telloc mas Ffirme, asi




comn un rendimiento s1 no superior, al menes igual,

cuandn simul taneamente se aumenta la fertilidad del

faduracidan mas témprana o mas tardia: 1a maduracién
de cultives imﬂcrfaﬂtes tales como el trigo
panificable, el arroz v la cebada puede adelantarse
en cinco o diers dias mas teaprano, con la ventaja de
que dejzn ast sitio en 21 campo para ptros cultivos
o de gue tiensn méas prohabilidades dg escapar a los
peligros de la seguia, las heladas o las plagas. Be
ha conseguido mejorar la adaptacion -de algunus
cultivos recientemente iﬁtruducidus, tales come el
arroz, el zlgoddin, la pimienta yv las semillas de
ricine o determinadas caracteristicas de sy medio

saber, la duracitn de la luz diurna y el

e

ambiente,

crégimen de temperaturaz (15).
Mejora las caracteristicas de las semillas: lLas que

desea ei consumidor scn la mejora del valor
nutritivoe (conterido en proteina o en grasas) la
facilidad de cocciton o de malteado a la reduccién

del tiempo nececsarico para cocinarlas.

Aumente  de  la resistencia a enfernedades: Este
azpecto es muy importante. ya gue muchas cosechas
guedan destruidas por  las  enfermedades, vy las

posibilidades de proteccion por medioes uwimicosg

pueden  estar sujetas a restriccienes, debidoc a su




osto o al  interés . por  salvaguardar el medio

- Meijora de las caracteristicas agrondmicas: Estas
uedern consistic, por ejemplo, en una capacidad
mayor para soportar 165 rigores del inviefnn, mayor
tolerancia al calor. vy meigor adaptaebilidad a

condiciones de suplo adversas {(15).

- Mejora del rendimisntco: Hasta ahora, se ha podido

aumientar =21 rendimiente de &4 variedades de cultivos

oy

en proporciones de gnire Iy 21 184, En uno de los

ctaswus, 21 aumento puede ser de hasta el 45% (15).

Se  pueden relatar muchos cascos de mutacioneé coromnadas
por el euito. Un eiemplo impresionante 1o ﬁonstituye la
menta. lLa dnica fuente de esencia de menta en  los
EFstados Unidos era la variedad Mitcham, antes de que
empezara a marchitarse debido a 1la enfermedad causada
por 21 hongo Verticiliuwm, Cont Ia fumigacidn del suwuelo vy
la guema de cultivos s0lo se consiguid reducir algo 1la
incidencia de la enfermedad. tos intentos de producir
por cruce  variedades resistentes a la Enférmedad
fracasaron debido a gue en las variedades resistentes al
hongo se producia uvwna alteracidn inaceptable del Eabuf
de la esencia. Fere por irvradiacion se  obtuvo una
mutante resictente a la infecocidén gu= conservabha el
sabor original de la esencia de menta. Actualmente este

mutante es de use general:; v las econpmias conseguidas




mediante su introducodion se elevay a millones de délares

anualss (1571, |
Regenefacibn de plantas inducidas
LAPATA F.J0(1F) Estudins de reproduccion para el
tdezarrallo de sarapteristicas agronimicas en arroces
Basmati han s=ido realizédgs por mucho tiempo pero sin
exito cénsiderahJEF ta irradiacieon fue utilizada con la
esperanza de preducis alteracinnes genéticas en la célula,
gue no =Hlo desarréilara 1a  induccidn de callops ¥
pramoviera a2 regensracitnn de plantas,.  si no gue
eventualmente disminuvera la variacion peositiva =2n  la
planta regenerada. Semillac de Basmati 370 fueron Sujetaé
a dosificaciones de irradiacidn de 15, 20 y 25 krad eﬁ una
proporcion de  dosis de aplicacién de 1.2 FKrad/min ﬁe

cobal to—-&9 celulas gamma vy anteras gue fueron recolectadas

de plantas de semillas irradisdas.

Pfmbos, =1 porcentaje  de prodeccicn de callos vy la

regeneracion de plarntas, disminuyd por la apligacion de
ifradiaciﬂn, gl estress; el mas inhibidor estuveo a 20 Krd.
Sin embargo, solo en estéd dosificacidon de ifradiaciﬂn

hubo regeneracion de plantas (i4). (cuadro F).




CUADRE Me = EFECTO BE L4 IRRADIACION SOBRE LA
‘ REGERERACION  DE FLANTAS DE
BrsHMaTi =7

Irradiacisn callos piantados ) callos con
dosi=s {Mo) . olantas verdes
{Krdl (%)

] il o
135 &1 a
=0 23 Z26.1
2% = @

Z.2.1 fyrea Experisental

oralizacifin

i)
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‘La investigaciden se realizo =2n el invernadero- coan

n
=
I
il
o

11
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b1l
@
o

temperatura  ade desarrollo del cultivo,
{ZB-2@ C¥  laboratorico de cultive de teiidos del
departamento des Aoropecyaria de la Direccion General de

Ensrols Muclear, Ministerio de Energia v Minas, wbicado

gt 1z zona 12 de la Ciocdad de Guatemala.

La zpne de vida de dicha area, segdan De 1la Cruz (5) Se
encuerttra £n iz faja termométrica altitedipal
subtropical. {Los suelos pertenscen | a ia serie

Guatemala, para los cusles Simmeons (1B8), reporta una
testura v consistencia franco arcillosas friable, formado

d2 canizas volcaAnicas.

La Direccion se encuentra a 14°34°51% L. H. v @73 147
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L. vy wuna glevacidn de 1476 msnm, tiene una precipitacidn

=

media aznual de 1247 msnm. con temperatura media anual  de

19 ¢ (7).

L= investigacion comsistia de dos fases. una de

invernedero otra de labkoratorio.
Y ,

£l invernadero utilizado: tiene teche de vidrio de dos
sguas y armazgon de hierro, cuenta corn gajias de madera para

Izs sienmhras,dichas cajas estan forradas con plastico

v filtrar el agua, la capacidad de cada

o

negro,.pares no deis
cCzja 2= para 6 mac2tas plasticas de un kilo de. =uelo. Se

coent con  ventiladores lateralss mecanicos ¥ con  un

sistema de microacpersitn.,

=1 laboratorio de cultive de tejidos cusnta con un

5

a— £ ey - - 5
cuartn doe transferencia o giembra )

L i 5

enuinade con dos camaras
de fluim laminar de aire. una sala de preparacidn  de
medies  con equipn,tristaleris v reactivos. Un cuarto de
c?écimieﬁtn con tres incubadoras con control de luz vy
temperatura, ademas se cuenta con un sistema ?E aire
acondicionade  y un microscopio con objetivo de  inmersion

o

£ 1@AX oara poder obhservar las stepas de desarrollo de

ias paniculas en estado uninucleado.

Material Experimental
En el presente estudio se uwtilizaron & genotipos de arroz

{Orvoa sativab - ) procedentes de semilla

certificada,producidas por el Institute de Ciencia vy




Tecnclﬁgia Agriconlas (ICTAY}. estas son:

- ICTA VIARGINIA
Fe ura  variedad con pedigrese P 218-25-1-4-2-3-1B vy

cruzamisnto CICA 4X (Fass5-23-I-Ytetep).

Froduce de 1G-18 mespigas de lerngitud de 20.46-21.2 cms,s5u

grana =< laryga y pubsscente, la altura de planta =25 de

1@ 7cms, con 133 dies a madurer fisiolbgica, muy
suceptible a Fyricularia (principal enfermedad del
Ertroz).

— FRECOZICTA
varigdad .de arroz LI pedrigee F 790-BH4-4-17 v

cruzamiento IR 228-2¥ IR&EG-F1-2-4.

— ICTA FOLIOCHIC

o

vairiedad de arfrwy 0 con s pedigree FOA4Z27-8-FH-2-1M- Y

cruze F 1223/ P 1225,

Rendimiento entre 78 y 88 guintales de arroz granza/Mz.
Cosecha: 125 y 130 dias después de Ia siembra, presenta
telerancia a piricularia o tizéon de la hoja, 1 grano
tieng buena calidad malinera y un rendimiento de grano
entero, de hasté &% libras por cada guintal en granza en
el beneficip., Lz época de siembra es en los meses de
maye y junio., los municipios productores de arreoz  son

Esquipuias g lpala, a una altura de 880 a 1099 mts sobre

el nivel del aar.




FICO HMEGRD
Material de arroz crigliec cultivado por  agriculteores

de la vrosta atléntica de Buatemala.

CrI15-3d

Mueva wvariedad de arroz para wso industrial liberads en

Guatemala.

Caracteristicaéf

Vigor intermedio, amacollamiento muy bueno, altura 8098
cm, ¢icla preceoz, rendimiento 2.353-7.4  toneladas por
hectarea, alta tolerancia 2 piricularia, Escaldaﬂo Yy

helmintosporiosis, manchado de glumas.

LINEA-SE@
_inea aAavanzada generada por el programa de arroz  del

Instituio de Ciencia v Tecnologlia Agricolas  (1@).

4]




4. OGRIETIVOS

4.1 Evaluar la respuecsta de los genotipos de arroz  (Precozicta,
Foleochic, Fico fearo, Virginia, Lines S8 y Crispo 3B a 1a
induccién de ralios v regeneracion de plantas en 1a  técnica

tde rultivo de anteras,

4.% Evaluar el efecto de la radiacion gamma {Co-6@) cComo wun
medio determinante de la variabilidad, 2n 1la indurciéin de

rallos v regeneracion de plantas,

4.% Comparar g1 efecto del agar vy el sutracte de arroz como
splidificantes en el medio de induccidn, en el cultivo de

enteras.,

o. HIFOTESIS

3.1 tps materiales de arroz a evaluar, tienen la capacidad de
producir callop v regeneracidon de planta a partir del cultivo

de anteras.,

5.2 E1l pretratamiento de la semilla con radiacidmn gamma {Co-60)

coentribuyesa la=formacion de callo y regeneracién de plantas

arm

e partgr del cultive de anteras.

o
1 ]
i

Lz consistencia, del medic vy =21 tipn de seplidificador

influyvern directamente en 1a formacisn de calloes.
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&, HMETODDLOGIA

Desarrollo de 1a Investigacion

Etapa de Invernadero
Feta actiwvidad se realizdé en e1 invernadero de la

Direccitn General de Energia Muclear, el material de arroz
que se utiliza es el siguiente:  Freceorictz, Folechic,
Linea-5@, UCrispo-38, Virginia y Fico Negro., las cuales

fueron obtenidas del Instituteo de Ciencia vy Tecnologia

Agricolas {ICTA).

La sismhra se realizéd en septiembre, octubre y  noviembre
del afio 1992 v febreroc., marzo, abril, maye, junio, julio,
agosto de 1993. Durante esta faze, se sembraron ltas
semillas de arroz irradiadas con las siguientes dosis (@,

1% v 320 KErdd), Ia siembra se realizd en macetas plasticas,

‘teniendo & macetss para cada dosis de radizcion, en  las

cuales se cembrd un nromedio de 108 seinillas.

4]
b
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Dgspués de haber germinado se procedid al raleo, dejandeo
Urnicamente 2 piantas{macgta. A }Ds 20 gias de germinadas
l2s plantas se hizoc =u respectiva fertiligacibn, Ié
siembira se hizo escalonada 2 intgr?alag dg 20-25 dias

entrs variedades.

Etapa de Laboratoric (cultivo de tejidos)

Durante la fase de IabDFatcriD, = prepararon hormonas de
Erecimienim,vitamihas,smlucinnes - de micro v macro
nutrisntes ara  hacer los medios de inducecién y

regensracion, vy asi poder hacer las siembras  vrespectivas




de.las anteras en estado uniﬁucleado.

Fara la incubacion de los tejidos se utilizd una
Camara de_grecimientﬂ con contrel de luz vy temperatura, en
1la cual se incebaron las anteras en’ cajas petri
conteniende medios de induccidon hasta la  formacitn de
'Céllp, Aasi mismo los callos eﬁ tubhos de ensayorccnteniendn

medios de regensraciton fusgron incubados hasta la

regeneracién de plantas.

Inducecidtn de Callo
Determinacibdm del estado uninucleado de las anteras
Fara canocar el estado de desarrolle de las
microsporas, se observé constapteirente 81 desarrollo

de las vériedadﬁs utilizadas.

Fara obhservar el ectado uninueleado de las

microsporas, se procedid a 1= fijacibn, ‘tinciéﬁ ¥

obhservacidon en el micfnscopin de  las mismas, La

metodonlogia usada para este caso fué la empleada por

CALDEROM DIAZ (1) v gue =ze describe a2 continuacidn.

- Fijaciéon
Se fijaron las aﬁteras enn una scolucian compuesta por
tres partes de Etancol al 9254 (alcohol etilico), una
partez de Scido acetico glaqial y 8.1% de cloruro
ferrico, posteriormente se calentd ia
inflorescencia en esta so;u;ibm a 78°C por 45
minutos, 1 se dejaron en la sglucibtr fijadora

durante & 24 horas a temperatura  ambiente con  la

finzlidad de favorecer una meior =zcciean de la

b4
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solucidn de tincidn.
~ Tincién
? tas anteras fueron naceradas y tefiidas con una
solucion al B.5% de acetocarmin, wna ver teffidas las
anteras 59,6b§ervarmn lnS'estadus‘je desarrollo bajo

un microscopio con un lente 4@AX-108X.

Hod.2.1.2 Extraccidon de Anteras
Las anteras fusron cole=ctadas en el invernaderco, por
las mafianas anites d= las dier horas, vy se sometiesron a
tratamiento fric, durante 5 dias aVSUC, lusgo fueron
Cecterilizadas por =8 minutos, utilizando una solucibﬁ
de hipoclorite de sodioc al 8054 v iluegn lavadas 3
?écez con agua estéril.  Asi mismo se utilizd =alcohol
stilico al 7@Y% para desinfectar el éreg de trabajo en
“la cémafa de flujao laminar. Las espigaz sstériles
fueron coleocadsas en cajas petri éstérilss y las
anteras fusron rgmovidas con #inzas finas,
posteriormente, las’ anteras fueron transferidas a
cajas petri, cantenieqdm medios de induccibn.dichas
‘caijss fuercn s=2lladas con parafil y Iuegeo incubadas &
una temperaturas de 27°%¢  en completa obscuridad ya
gqusa bajo estasrcnndicjmneg ocurre la multiplicacibn de

:

! las microsporas que conducen & la Fformacibn de
) i
microcallos. EFsto empezé a aparecer alrededor de los

2B dias de cultiva preliferando entre los 5 y 40

dias, alcarzando e1 tamaffo apropiado para ser

transferido al medic de regeneracion = los 40 dias.




6.1.2.2 Hedio de Cultiveo
HBe utilizd como medio basal 2! M6 Ya composicitn del

mismo, se muestra en el cuadro 4,

Cuadro 4 Formulacion del medic basal N4 para induccion de callp
- utilirandeo come solidificante: Agarosa

VOLLMEN FINAL DEL. MEDIO

1000 MLLS
SUCROSA 6B .0 GRS.
. ABARDSA L 4.7 GRS.
STOCK A 20.00 MLS.
STOCE B 10.00 MLS.
STOCE & ' : 1B.90 MLS.
STOCK D 10.00 MLS.
STOCK E 10.990 MLS.
2,4-D 10.08 MLS. X
‘ ANEG : - 10.00 MLS. ¥
| COSNTITUYEMTE DE ©£ADA STOCK (g/1 de stock)
A KO 141.50
B MQS0 - . 18.5
MNGO . AH 0 @.a4
nsa L7H 0 B.1S
(NH ) S0 45,3
o KR FO ' 49 .00
K1 ' ' @.o8 T e
HoEY ' @.16
P " gaCl .7H O 16.60
E FeB0 .7H 0 2.78
CMa EDTH ' 5,73
X2 2-40) 100 mg/500 ml

L3 ; - AMA ' ’ 102 mg/500 m)




Cusdro
de callo utilizendo como solidificante: Extracto de
Arroz
VOLUMEN FInal DEL MEDIO
1998 MLS
SUCROSA &@.@ GRS
ESTRACTO DE ARROZ 70.3 GRS
i STOCK A ' ' 2@,.0 MLS
o STOCK R 18,8 MLS
: 8TOCKE C© 19.9 MLS
STOCK D 10.0 MLS
STACK E 10,0 MLS
2.4-D 192.9 MLS %%
ANA 1i@.0 MLS *x
, CONSTITUYENTES DE CaDA STOCKE B {4/1 de stock)
i o _ o } :
5 A o KNO-, ‘ Ciai.sm U
; : B MaS0, I 1=
MaS0, . 4H o ' D.aa
T Zn8i . THAg @.15
: (NH 260, P T
C FHopg4 40.0
K1 o .08
B0 0.16
. 0 CalCly ~y20 - 16.4
1 E Fesa® - 7Hag 2.78
Nase¢a .73
£% . Z—4D 188 mo/ 508 ml

L AR

Fara la induccion de callo se utilizaron 15 ml de medio
liguide, los cuales fueron colocados en cajas petri  de
vidrio de iZB ml de rcapacidad, dichas cajas ;E
esterilizaron en él avtoclave a 121 “c y 13 lipras de
presion por pulgada cuadrada durante 15 minutes.

Formailacidn del medic basal KNé para induceidn

47
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: N T . .
temperstura de 27 FC. con une iiluminacidon de 2580

Regengracifm de Flantas

Los callops provenisntes de los medios de induccién  fueron

trasladado=s = tubos de ensavo gue contenizn =1 medio basal

1

N6 con 3% de sucrosa,

Dirante  la incubacion ips frascos s mantuvieron 2 una

]

LitY gue se logra con lLamparas fluorescentes tipo luz dii

cornn alto ¥ de cotor azul, v expuesta a un fotoperiodo de

16 horsas. Al transcurriv & cemanas se determind el nomero

de plantas generadas (cuadro 6).

En 1la figwa Mp. 4 se& observa en una forma general la

metodolpgia gque se vtilizd desde la siembra de variedades

de arroz, hasta la obtencidn de plantas a  traves del

cultivo de anteras.

48
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"CULTIVO DE ANTERAS'

 Semillas de arroz
IIrradiadas

Stembra en Panicula

Macetas

) ‘ O Anteras inmaduras
%
Cultivo de B
Anteras ‘
Formaciéon de Callo

Planta ’ w A

Haploide

g2 &

vl -
é‘\@%f“’?

Regeneracion de
Organos

Callo Haploide

\‘S‘Q

* FIGURA No. 4: FLIKGRAMA TNDICANDO 10S PROCEDIMIFNIOS, UTILIZADOS DESDE LA SIEMERA DE VARTEDATES DE ARREZ,
HASTA LA OBTENCION DE, PLANTAS A TRAVES DE QULTIVO DE ANTERAS,




b sk e i ol gyt
5

Sucrosa
Ytock
Stock
Stock
Stock
Stocl
Stock
Finetina
ANA

TmoOw>

Para la solidificacitn del medit se utiliza: -agarosa 4.0 Gr.

P

CONSTITUYENTES DE CAPA STOCK °

A KH PO, a
KD

(NH, 1,80,

B MyS0,. 7H,0
C Call . 21,0
< v
D -  FeS0,.7HL0.
Ma_.EDTA
E . HZBO,
AT T
MnS0, . HL0
ZnS04.7HA0
I

F Thiamina HCI1
Pyridoxina HC1
Acido Micotinico

Glicing -

TR W R N ,“,.
Kinetipd. L . s

o]

Cuadira &. Fﬁrmulatién“dél—medim basal Né para regeneraciédn

VOLUMEN FINAL DEL MEDIO
1009 ML

0.0
20 .80
18.86
16,09
12.00
1. 66O
19.00

2.680
2.50

grs
mls
mls
mls
mle
mis
mis
mls
mls

¥x
s

+

UBR/L STOCK

0.44
@.15
B.081
@.10
9.85
@.05
?.20

100 mg/500 ml}

[ Cow it

100 mg/S00 ml
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Evaluaciion de la investinacidn

Induccidn ris

FPara Ia evaluacidn de lps tratamiesntos s wvutilizd un
dissfo superimental de bhlogues completamente al azar.
Sm wtilizaron tres repeticiones, la unidad expsrimental

- 7EE antesras  de arroz sembradas en

FR cajes pebtri, con ouh promedic de 25 anteras por caja, &
carda caia ss les goloce el solidificadeor respecitivoe

{agarnsa o estracto de arroz), a los cuales se les  aplich

153 ml del medio de coitivo ﬁﬁ.

Modelo sctadicstirco

El modelo estadistico viilizado en la fase de induccion de
calla, consistid en un diceffo de bilogues al azar cton arreglo
en parcelas divididas, donde 1la percela grande estuve

representada por gl factorial variesdades de arroz y desis de

radiaciétn, vy la parcela pesguefla estuvo representada por el

splidificador o gelificante. El modelo estadistico es el

siguiente.

M+ A + V.

Y kR
(VRS + E(B)

iikl + R + (VR);, + E(a) + 8; + VS + RS +

dahdes

M = media general de los tratamientos

AP 2fecto do la iésima repeticidn

A

Vi = pfecto de j-&=ima vavriedad

Et = =2fecto de

interarcion dosics

(VR) ., =
) radizacién .

de_
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H.4.1

= gfectn del seplidificador o gelificante

VS = interaccién entre las variedades v el solidificedeor o

gelificante

RS = interaccifén entre la radiacién v 21 splidifigcador

Fi{b) = efacto del

4

Fara

de  gnt=ras gue formsron o

i
i

MOamero de

interaccién entre la wvariedad, ragiacidn v

colidificador

sryor b

= 1,2,3% ... & = varisdadss:

= 1,2, 5 = dosis de radiacitn
= 1,7 = solidificadores

el medio de induccidn de calle se determing el nlmero

1lp., el cual =se realizé a los &8

bl

ias despuégs de la siembra.

anteras aue forman callo:

“ode Ccallos = e e ¥ 129
total de anteracs sembradas

Regenerscitn de Flantas

nicamente se

=t la fase de regeneracifn de plantas
tomaren en cuenta los tratamientos que formaron callo,
petos datos se tomaron 4 semanas despues de transferidos

los callos al medio de regeneracidn mediante

siguientes:

la _férmulé

[T

XY

w5
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, No. callos gue formaron plantas verdes
P.C.R.P.V. = ‘ : x 10@

Mo. total de callos inaculados

P.C.R.P. V.= % de callos gue regeneraron plantas vefdeél

6.5 Analisis Estadistico
los valores gue se ubtuvieron en la induccidon de callos come
en la regeneracién de plantas de las variedades de arroz,
Crispo-38, Virginié, Linea-5B, Pice Negro, Polochic Y
Precozicta, fueron sometidos a un analisis de variénza

{ANDEVA)Y ., como = su respectives orueba de medias de  Duncan.

fl




7. RESULTADOS Y DISCUSICN

Induccitn & la formacidn de callo

Todos . los maferiales de arroz,-féspund;ernn a la indﬁtcibn'
. de caild §Unque en lps materiales Crispo-38, Pniuchiér-yi*i
“Linea 5@ los rééultadus fueron mﬁy hajos. |
,-Un_ detalle gue vale 1é pena resaltér, es el incremento dei
'pnrcentaje de_fmrmatién de Ca;ID Con e; tratamientﬁ con 15
1Kiluraﬁ de radiacifn en casi todos los materiales de arroz

como también la disminucién del porcentaje de formacion  de f

calle con el tratamiento de 38 kilorad, ésto nbs puede
indicar que e} efecto de la irradiacién tiende a aumentar el

porcentaie de la formacitén de calles utilizando dosis bajas

de radiacibn, efecto que se puede cbservar en el cuadrnr7, Y‘

figuras 5 vy 6. Resultados que coinsiden con los del Dr

~ Zapatz { cuadro No.3}

Fodemos observar gue la variedad con mayvor porcentaje de

farmaciétn de calle fue Frecozicta con 15 Kilorad - de

" radiaciotn, en la cual se formaron &6 callos eguivalente a

Z2.93% , seguido por la variedad Fico Negro sin—rirradiacién
(@ Krd) con 43 callos formados equivalente a 1.91%4 de
formacifn. Esto es comn respetta al splidificador agarosa,

mientras gue con =1 seolidificador extracto de arroz también

" 1a variedad Precozicta con 15 kilorad de radiacién ubtuvq al

mayor noamero de callos (25 callos) eguivalente a 1.11%  de

formacibn, seguida por la misma variedad Precozicta pero sin

; irradiacien (@ Krd) con 20 calles formados equivalenfe' a

 $.98% de formacibn. Las demas variedades respondieron pero

en muy bajo pnréentaje'(cuadra 7). figuras 2 v b.
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CUADRU No. 7 RESULTADOS OBTENIDOS DEL % DE FORMACION DE CALLO POR
VARIEDAD DE ARROZ, DOSIS DE RADIACION ¥ TIPO DE SOLIDIFI!CADOR.

AGAROSA EXTRACTO DE ARRDOZ

VARIEDAD 0 Krd |15 Krd 0 Krd 15 Krd |30 Krd
DE ARROZ :

PRECOZICTA 37% 66.00
1.648% 2.93

VIRGINIA - 0.00 19.00
0.00 -0.84

PICO NEGRO 43.00 31.00
1.91

CRISPO—-38 0.00
: 0.00

POLOCHIC

LINEA-50 ' 0.00 0.00
, : 0.00 0.00

¥ = Namero real callos obtenidos en el tratamiento.

k¥ = Porcentaje de formacidn de calle promedio.




FIGURA No. 5§ RESPUESTA A LA FORMACION DE CALLO
DE LAS SEIS VARIEDADES DE ARROZ, TRES DOSIS DE

RADIACION, UTILIZANDO EL SOLIDIFICADOR AGAROSA.

% DE FORMACION DE CALLO

3.5

2.5 - < - :

2 7 ' : b

: —~ d |
1.5 | ~ 1 £ :
1 L)

0 | » 15 30
'DOSIS DE RADIACION (Krad)

XK
\

\
\

|

N e T e g S

L e v —

—— PRECOZICTA —— VIRGINIA - —% PICO NEGRO
~“B- CRISPO -38 —¢ POLOCHIC . —9— LINEA-50

L
Ty
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-FIGURA No. 8 RESPUESTA A LAV FORMACION DE CALLQ
DE LAS SEIS VARIEDADES DE ARROZ, TRES DOSIS DE

RADiAClON UT!LIZANDO EL SOLIDIFICADOR EXTRACTO

: . DE ARROZ.

%‘DE FORMACION DE CALLO
St

DOSIS DE RADIACION (Krad)

—— PRECOZICTA —+ VIRGINIA —¥- PICO NEGRO
—B- CRISPO -38 — POLOCHIC —¢— LINEA-50




Eri base a al andlisis de varianza (ANDEVA) en el cuadro No. 8
pademos abservar que hay diferencia significativa en los factores
VARIEDAD, SOLIDIFICADOR O GELIFICANTE, y en la interraccidén
VARIEDAD X SDLIDIFICAﬁDR a GELIFICGNTE; por lo que a cada uno de

ellos fue necesario hacerle su prueba de medias Duncan’s.

CUADRO No. 8 RESULTADOS DEL ANALISIS DE VARIANZA (ANDEVA),
PRACTICADO AL PORCENTAJE DE FORMACION DE CALLOS.

F.V. G-L. 5.C. C.M. F. Pr
REP 2 ?.97 4.99 2.47 [0.0993
VAR 5 $5.66 ( 11.13 5.52 |0.0008%
RAD 2 4.30 2.15 1.07 [0.3554

VARERAD 10 7.45 0.74 0.37 [0.9513
i I

ERROR (A) 34 68.53 2.01

GEL . i 7.20 7.20 [10.83 [0.0022%%
VARXGEL . 5 9.61 1.92 2.89 |0.0270%
RADXGEL . 2 0.43 $0.22 0.33 [(0.7226

VARSRADAGEL .| 10 1.66 0.17 0.25 {0.9880

ERROR (B) 36 23.93 0.66

TOTAL 107 . {115.81

C.V = 145.468
El coeficiente de wvariacién (C.V) es muy elevada {165,68) pero
esté fendmeno se justifica por el alto ndmero de unidades con
cera por ciento de formacidnrde callos que normalmente se obtiene

en @ste tipo de trabajos 9 que crean mucha variabilidad en los

resul tados.




Cuadro 9. Resultados de la Prueba de Medias Duncan’s practicado a
las modalidades del factor induccidn de calleo - para
las diferentes variedades:

VARIEDAD MEDIA AGRUPAMIENTO DUNCAN'S
Precozicta 2.829 A

Fico Hegro 1.732 _ AB

VYirginia | 7.406 RC

Pealochic a.2a7 | C

Crizpo—38 @a.192 C

Linea 58 B.143 C

Tratamientos con la misma letra son estadisticamente iguales.

Tal y como se mencionf anteriormente en cuadro 7 y figuras 5
y & las variedes con més altos pnfcentajes de formacién

fueron precozicta y Pico Negro, nuevamente se comprueba por
medic de la prueba de Duncan que la variedad FPrecozicta
abtuve la media més alta 2.82?1 de formacibn- seguida por
Pico Negro con 1.7324 de formacién aunque no existe
diferencia significativa entre una y octra pero resultarnn

mejor que las variedades restantes.

Cuadro 16 Resultados de 1la gprusba de medias Duncan’s
practicado a las modalidades del factor
Solidificador o Gelificante

S0L ¥DIFICADOR _ MEDIA . AGRUPAMIENTO

figarosa ; a.719 a

Extracto de Arvroz @a.282 B




Tal vy como podemds gbservar en el cuadro 10, con el’

solidificador agarosa se obtuvo 1a mayor media en cuanto a

porcentaje de formacion de callo con 8.719% © en todo el o

experimento, no habiendo diferencia significativa entre um

solidificador y 21 otro.

'éﬁJCuadro,ll. ' Resultado . de la prueba de medias Duncan’s .

practicado - a 1la interaccion Variedad X
Splidificador o Gelificante en cuanto a porcentaie
de formacidn de callps. -

VARIEDAD X SOLIDIFICADOR E MEDIA | AGRUPAﬁIENTD'
Precozicta X Agarosa 2;37@ - A

| FPico Negro X Extracto de Arroz 1.540 . AB
Precozicta X Extracto de Arroz  B.754 ' aEBC

Como podemos observar en este cuadro 11, no hubo diferencia
significativa entre los difererites tratamientos, variando
las medias de.l*z % de inducci6n de callm;nhteniendnse la
media _més alta (2.870%) para 1a variédad precozicta cnd el
colidificador §garmsé, éeguidarde Pico Negro con Extracto de
ﬁrruz .{1;5492), no hubo necesidad'dé incluir los  demas

tratamientos por ser sus medias demasiado bajas. |

Regeneracidn de plantas a partir de callos
Para este tipo de andlisis, se utilizd un disefio de bloques

completamente al azar con diferentes repeticiones, ya gue no

se contd con suficiente cantidad de callos, por' lo tanto

unicaméente se tomaron en cuenta aguellos tratamientos

que fnfmaron callos. fibservando el cuadro No.l2 podemos




ver que la variedad Frecozicta tanto para un splidificador
kﬁgarosa) como para €1 otro (Extracto de Arvoz), obtuvo el
maypr porcentaje de callos que regeneraron plantas verdes.
El mayor porcentaje de callos que farmaron plantas verdes se
obtuvao con la dosis de 15 kilorad (12.867%) con el
solidificadeor Extracto de fArroz, seguido por 1a misma
variedad Frecozicta con 38 kilorad de radiacion (11.42%) con
el sclidificador Agarosa. La variedad WVYirginia con 135
kilorad de radiaciédn obtuvo 188% de regeneracidn de plantas
verdes con el solidificador Extracto de Arroz, pero este
resultado se did unicamente en una de sus repeticiones,
mientras gue en las repeticiones restantes dig cera
porciento (@Y%) de regeneracitn de plantas verdes, por lo gue
né se le puede considerar comp una variedad gque regenere
siempre un alte porcentaje de plantas verdes, como sucede
con la wvariedad Frecozicta {ver cuadro No.l1l2). Los deméas
materiales de arroz no respondiercn a la regeneracién de
plantas (Fico Megro,Polochic,lLinea-5@0), mieptras que 1a
variedad Crisbm-SB respondif en una de sus repeticiones con

7.469% de regeneracion de plantas verdes.

0l
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CUADRO No 12 RESULTADDS DE REGENERACION DE PLANTAS DE LOS GENOTIPOS Y

DOSIS DE RADIACION QUE FORMARON CALLO A PARTIR DE ANTERAS.

EXTRACTO DE ARROZ

AGARUSAH
VARIEDAD 0 Krd 1S5 Krd |30 Krd 8 Krd 15 Krd |30 Krd
DE ARROZ
PRECOZICTA 374 b6 .08 35.00 20,09 25.00 6,00
4%k & 6B 4 .00 2.94 3.00 -
10.81%4x% 7.89 11.42 12,080 12.00 ——
VIRGINIA -—— 19.30 4.00 - 3.0 - 1.00.
T : - 1.69 - - 3.00 -
—— 5.26 — - 1860.00 ————
PICO NEGRO | 43.00 31.00 | 30.90 7.00 - 6.00
CRISPD-38 — - - - 13.020 ——=
——— - ——— - “1.99 -
-—— - —— - 7.6% -
POLOCHIC ——= 14,08 ——— —-—- - -
LINEA-DD .00 5.0 Z2.80 — - 1.00
¥ = No. de callos inoculados.
%ﬁ = Numero de callos qué formaron plantas verdes.
k%% = % de callos que regeneraron plantas verdes.

= No hubo formacién de callo.
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Cuadiro Mo 13. Resultadas del analisis de varianza {ANDEVAY} '
para la variable ~ ndmerc de callos que
formaron plantas verdes. % :

G.L 5.C. ELM. F. Pr
TRATAMIENTOS 280 . - 3.23 0.161 1.08  ©.51
ERROR 15 2,43 . ‘B.162
TOTAL 35 5. &b

C.V= 32.762344
En el an&lisis de varianza practicado al pércentaje de
callos que regeneraron pléntas verdes, no hubo diferencia

significativa entre los tratamientos.

Eua&ru No 14. Resu}tadns de 1la prueba de medias Duncan’'s
para la wvariable nimero de gallos que
formaron plantagiverdes._x ’

¥ Los datos de 1a variable fueron trasnfnrmadcs por. { X+1 )

L

No. DE TRATAMIENTO - MEDIA AGRUPAMIENTO
15 Z.09@ A
14 ' Z.880 - A
11 . 1,732 ‘ ‘ A
'3 1.549 ‘ A - :
1 . © o 1.520 i ) '
7 - 1.488 . A o .
16 1.2@87 S A - A
4 1.138 , A . , .
2 C1.000 A -
i@ i1.000 . : A D
5 1.990 A . ' S
12 ‘ 1.0008 A - o
? S 1.p00 A o .
6 1.000 _ : A I
13 . 1.000 : A : o
8 : ~i.888 ' a R
17 ' ; : i.e0@ A o
is . i.8p® - . A T
19 : - Ci.@@B A I
. 20 _ ' - 1.000 . A T ‘ , L
21 : ' 1.000 _ A ' S
. , o :




‘Los resultadué de la prueba de medias de Duncan’s  nos

muestran gque no hubo diferencia significativa entre los

" tratamientos, comportandose las medias con valores gue van -

. .de 1.090 a 2.000%.

‘Los mejores tratamientos poseen las madiés mas altas y sdn:
;ias siguiéntes:El tratamiento 15 que cn%keapnnde a ia
" wariedad Virginia con 15 kilmrad de radiacién - utilizandn
" el eblidificader extracto de eraz' pero unicaménte en una:

. de /sus repeticiﬂnes,saguida'pnr gl tratamiento 14 que

.corresponde a la variedad Precozicta con 15 kilorad de

radiaciéon,utiliZzando el solidificador Agarpsa, ambos con

2.80% de FEQEneraciﬁn de plantas, el tercer tratamiento .

con una media de 1.732% de regeneracitn de plantas le

- scorresponde a la variedad Precozicta sin iirradiacifn (O

krd) utilizando e1 solidificador ‘Agarosa.

' Como podemos vef,en-el cuadro No.i4 la tendencia no es
céntinua; para';unaAdeterminada variedad, como para un
- determinado sulidificadnr, unicamente pudeﬁas apreciar gue
con  la désis de 15 kilorad sé mbfuvierun'las-'medias mas

altas.

. o . | P .
L T T U S T A A .
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8. CONCLUSIONES

1; Todos los Genﬁtiposlde arfoé-rEspondiéroﬁ alla"induccién de
;cailp, enﬁbntrandnsé lacs medias mas_altas énn ias variedades
:Precqzictat2.829) y Pico Negro (1.732), seguidas . por 1&
:variédad Virginia .cbﬁ {0.4880), y por ultimo las variedades

. Polochic(®.207), Crispo-38 (0.192) y Linea-5@ (8.163).

2 jEn - cuanto a Radiacién, a pesar que la ddsis de 15 kilorad
cbtuvo 1los porcentajes de formacién de callo mads altos, no

hubo diferencia significativa entre dosis de radiacion.

73.:ﬁ95pécto Va solidifigadureg o gelificéntés . se encunfrb
‘diferencias significativas mediante la prueba de medias
Duncan’s entre EI‘Soiidificadnf.ﬁgarusa‘y -el solidificador
Extracﬁn de arrbz, obteniendose la media mas -aita con el
-_;glidifi:addr Agarosa (@.719) . mientras que con el
:5olidificadar _Eﬁtractn de arroz, se ohtuQn ‘una media de

“(m.202)

4;§En la interaccidon variedad por - SDlidificadDr, - la variedadrfi'

Jﬁrecnzicta can.ei solidificador Agarosa obtuvo la _media' ﬁés,:r
i:alta {2.676) en cuante a formacidn de callu;'éeguida éar " la
Qariedad Pico Negru_éun_e! splidificador Extracto de.ﬁrruz, n6 
éncmntranﬁﬁse diferenciés significativas entre un tratamiento

f el otro.




5;.La=ré5puesta a l=a regenerétibn de planfas de las variedades de ;'

arrpz estudiadas, no clarifica un patron de respuesta en

:cuantn a la radiacién con cnbaltuébﬁ, ni en cuanto al tipo qe,' SRR

sulidificadnr, ya due hubo poca regeneracidn de p;antas verde$

- Y- . esa pDCa regeneracibn dé plantas no obedece a un patrﬁn-

definido (variedad, solidificador,dosis de radiacién).




7 .RECOMENDACIONES

1. - Evaluar la respuesta al cultivo de anteras en mas genotipos
©  de arroz gue se esten mejorando geneticamente en Guatemala,

;'pararque el mejorador puéda hacer dso de la técnica.

2.. Evaluar dosis de radiacién Gamma (Co-6@) diferentes a las

- dosis evaluadas en la presente investigacion, debido a que no

' se encontré diferencia significativa entre dosis.

3. _jLa consistencia del medio y‘ el tipo de suiidificaddr‘
influyen directamente en la formacién de callo, por elloc se

1

‘recomienda utilizar como solidificador Agarosa, ya que este

resulté ser el mas efectivo, como tambié&n que se evaluen mas .-

,éalidificédores‘ qué puedan' bajaf el costo de -usu de 1la -

téchica.

4. 8Be recomienda considerar esta investigacidn comp un  trabajo
© preliminar o basico para futuras investigaciones, utilizando
"la'técnica,del cultivo de anteras de arrpz pira las variedades

. mencionadas {(Precozicta, Pico Negro, Virginia).

5. Para futuras investigaciones se recomienda que la respuesta a.

1la regeneraciftn de plantas se base en un mayor numero de

callos inoculados.
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APENDICE ND 1 RESULTADDS DE LA REPETICION 1 PARA INDUCCION DE CALLD CDMO:

PARA GENERACIGN DE PLANTAS EN CULTIVD DE ANTERAS DE ARROZ.

7@

* |posis SULIDIFICQDDRES
VARIEDADES DE ,
DE RADIA- | AGARDSA | EXTRACTO [AGARDSA [EXTRACTD AGAROSA |EXTRACTO
ARRDZ CION DE ARROZ DE ARROZ © |DE ARROZ
‘ (Krd) = , _
#CALLDOS FORMADOS | #PLANTA VERDES ALBINAS

PRECOZICTA @2 2 - 2 - - -
PaEcuziCTA 15 14 - ) - 37 -
PRECOZICTA 30 y - 7 ~ - -
VIRGINIA ) - -~ - - - -
V;RGINIA 15 12 - 4 - 20 =
VIRGINIA 30 s - - - 1i K
PICD-NEGRB 2 - - - - - -
P1CO -NEGRO 15 - - - - - -
PICO NEGRO | 30 - - - - - -
KRISPO-38 2 - - - - - -
Kéxspa—sai- 15 - - - - - _
KR&SPD—sa' 30 - - - ~ - _
Pdecch 2 - - - - = -
POLOCHIC 15 10 - - - - -
PoLp;ch 30 - - - - - -
erén-sm @ y - - - - -
LINEA-50 ; 15 2 - - - - _
LINEA-5@ 30 2 - - - - -




APENDICE No.
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RESULTADOS DE LA REFETICION II FARA INDUCCION DE CALLO CDﬁD
FQRQ bENERHCIDN DE FLQNTQS EN CULTIVD DE ANTERAS DE ARROZ. 7

, - {ppsis S0L.IDIF ICADORES
VARIEDADES DE : ‘ _
- DE . |RADIA- | ABARDSA | EXTRACTD | AGARDSA | EXTRACTO | ABAROSA | EXTRACTO

- ARRDY CION . DE ARROZ DE ARROZ ' DE ARROZ
{krd) : . : N
#CALLOS FORMADOS | #FLANTA VERDES ALBINAS
PRECOZICTA @ 1z 20 6 27 1 -
PRECOZICTA 15 i 25 - iz - -
(PrRECDZICTA 30 ? - - - - -
VIREINIA‘ ) - - - - - -
[VIRGINIA 15 & 7 - ) - -
vIRGINiﬁ 0 - - - - R -
FICO NEGRD' B b 3 - - - 2
PICO NEGRO 1% A1 - - - - -
FICO NEGRO | 30 - —~ - - - _
KRISFO-38 @ - - - - - -
KRISPO-38 15 - 10 o 5 - 3.
KRISFO-738 @ ~ ~ - - - _
POLOCHIC ) —~ - - - -~ _
FOLOCHIC 15 = - ~ - - _
FOLOCHIC st - - - - - -
[LINEA-50 i - - - - - -
(LiNEA-50 15 3 - - - _ _
LINEA-5D 0 - - - - - -




AFENDICE No.3 RESULTADOS DE LA REFETICION 111 PARA INDUCCION DE

72

CcALLD
COMD PARA GENERACION DE FLANTAS EN CULTIVE DE ANTERAS DE ARKROZ.
DOSIS - SOLIDIFICADORES
VAR IEDADES DE % : _
DE RADIA- | AGAROSA |EXTRACTO { AGARDSA [EXTRACTO | AGARDSA [EXTRACTO
ARROZ CION JDE ARROZ DE ARROZ DE ARROZ
{frd). : -

#CALLOS FORMADOS | #PLANTA VERDES ALBINAS
|FPRECOZICTA ? 25 - a - 5 _
PRECODZICTA 15 21 - - —~ - a
FRECOZICTA Z0 24 &b 17 ~ = -
VIRGINIA ") - - -~ ~ - _
VIRGINIA 15 1 - - - - _
VIRGINIA 30 - 1 - -~ - ~
FICO NEGRO 2 7 4 - — - _
PICO NEGRO 15 - - -~ - - ~
FICO MEGRO %) A7) & - - - ~
KRIGPO-38 @ - - ~ - - -
KRISFO-38 15 - 3 - - ~ -
ERISED~38 s - - - - - -
FOLOCHIC @ ~ - - - - -
FOLOCHIC 15 1 - - - - -
FOLOCHIC 0 - - - - -
LINEA—50 @ 1 - - - - -
LINEA-50 15 - - - - N

@ - i - - - _

LINEA-G@




APENDICE No. 4 HESULTADOS TOTALES DE LAS TRES PEPETICIONES DE SiEMBRA DE
ANTERAS DE ARROZ Y REGENERACION DE PLANTAS.

jRituad EEICHEIE

YIviaLYa3 10 SDiuv

KYS 10 GYDISHIAND ¥) 10 OYU3Id0Hd

| | O Krd
- AGAROSA EXTRACTO DE ARROZ
VARIEDAD ANTERAS | CALLOS | PLANTAS] PLANTAS [ANTERAS| CALLOS PLANTASPLANTAS
DE ARROZ ) — l
SEMEHADAS_ FORMADOS VE.IDES ALBINAS SEMBRADAS | FORMADRGS VERDES. ALBINAS

PRECOZICTA - 2,250 38 i2 8 2,250 20 27 18
VIRGINIA 2,250 0 0 0 2,250 0 0 0
PICC NEGRO 2,250 43 0 2 2,250 7 0 2
CRISPO-38 2.250 0 0 0 2,250 0 O 0
PCLOCHIC 2,250 - 0 C 0 2,250 0_ O 0
LINEA~50 2,250 q o 0 2,250 0 o 0

| - 15 Krd
PRECOZICTA 2,250 86 20 37 2,250 25 12 €
VIRGINIA 2,250 19 4 20 2,250 3 a0 0
PICQ NEGRO 2,250 31 G 0 2,250 0 0 0
CRISPO-38 2,250 O 0 0 2,250 13 S 3
POLOCHIC 2,250 14 . 0 0 | 2,250 2 0 0
| LINEA-50 | 2,250 5 0 0 | o o&N 0 0 0

| 30 Krd
PRECOZICTA 2,250 35 24 3 2,250 B 0 o
VIRGINIA 2,250 4 0 i1 2,250 1 9] 0
PICO NEGRO 2,250 30 0 0 2,250 8 0 0
CRISPQ-38 2,250 0 0 0 2,250 0 0 0
POLOCHIC 2,250 0 G 0O 2,250 0 O 0
| LINEA-50 _ 2,250 o} o 0 | 2.250 | 11 0o 0




APENDICE Ko.S CRONOGRANA OE ACTIVIDADES

MO 1,992 1,993 RS B 1T
_ HES. |S€P. 0CT. |Nov. |FEB. #aR. |ABR. |NAY. LK. | JuL., }AG0. NV, |FEB. |HAR. |ABR.
ACTIVIDABES - s 11
SEnANAS . | 1234|1234 1234 123¢] 1234 1238 1234] 1234} 1734} 1234 ] 1238 12341234 1234
{. OBTENCION DE SERILLA. : g
2. IRRADIACION U SEHILLA." - =
3. SIEMBRAS DE SEWILLA IRRADIADA. BrOE e y RIRIRE
5. DETERMINACION DEL ESTADO UNINUCLEADD DE HICROSPORA.| BERERE ' Pl
i . [ ] .
5. PREPARACIOH DE MEDIOS DF TMDUCCION 0€ CAULD - EE | B n 1 s
6. GIEHBRA DE AWTERAS o | = @ = me
7. LECTURAS, RESULTADOS THDUCCION DE CALLO. | g i lp IRTI
8. PREPARACIDN DE KEDIOS DF REGENERACION. | 'R ol i
9. TRAMSFERENCEA DE CALLOS. | | TN IR '" _
10. LECTURA DE RESULTATOS REGENERACION. - = | i 1
11, AWALISIS UE LA INFORMACIDR. | | i

1234 = URDEN DE SERANAS,
I = UNA SERAKA.

¥ - ——— e m—— -
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