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EFECTO DE TRES CONDICIONES AMBIENTALES DE CULTIVO DE PLANTAS
DONANTES EN LA RESPUESTA AL CULTIVQO DE ANTERAS DE TRES GENOTIPOS DE
ARROZ (Qryza sativa L).

EFFECT OF THREE ENVIRONMENTAIL CONDITIONS FOR GROWING DONATE PLANTS
IN RESPONSE TO ANTHER CULTURE OF THREE GENOTYPES OF RICE

(Qryza sativa L)
RESUMEN

En el estudio se evalud el efecto de las condiciones ambientales
de cultivo de plantas donantes de tres genotipos de arroz (CT-6241,
Precozicta, Virginia) en su respuesta al cultivo de anteras. Las
plantas donantes de anteras de arroz fueron cultivadas en tres
diferentes localidades (El1 Centro de Prodﬁccién Agricola ICTA-
Cristina, Izabal; El1 Centro de Produccién Agricola ICTA-Cuyuta,
Escuintla y bhajo condiciones de invernadero de 1la Direccién QGeneral
de Energia Nuclear en la ciudad de Guatemala).

El propésito de la investigacidn fue determinar la respuesta de
los genotipos de arroz a la induccidén de callo y regeneracidn de
plantas verdes en funcidén de la localidad en la cual se cultivaron
las plantas donantes de anteras. Se utilizd un disefilo experimental
en Completo Azar con Arreglo Factorial (3x3) con 5 repeticiones.

Las variables respuestas fueron el porcentaje de induceidn de
callos, el.porcentaje de regeneracién de plantas verdes v eficiencia
en base a anteras. Los valores transformados del porcentaje de
inducecidn de callos fueron sometidos a un andlisis de varianza y se
determind que existen diferencias significativas entre los genotipos
v las localidades, por lo que se realizd una rrueba de comparacién
multiple de medias con el estadistico de Tukey al 5% de

gignificancia. También se le aplico la prueba de normalidad de

Saphiro-Wiks.

|
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En los : datos de regeneracidén de plantas no gse  efectudé andlisis
eétadiéficé, siﬁplementé 'se expfesan _.los vélores ﬁfomediév'"en
pofcéntaje;‘wdebi&o‘:al bajo  numerc de . calleos formados  en  alguncs
genotipdé ﬁo éérmiéié.hacér'répetiéiohés; |

El genotipo CT~6241 fue superior en la induccién de callo a
partir de anteras. en comparacién a los otros dos genotipos evaluados
v:fue ademds el genotipo que induje el mayor ntGmero de plantas_ verd?s
s regeneradas.

Las anteras derivadas de las plantas cultivadas en la localidad
de Cristina,  Izabal tuvieron el mayor porcentaje  de indgcqién ~de
callo, v de 1los callos derivados de las anteras provenientes de
plantas cultivadas en condiciones de invernadero en la localidad de
Guatemala se obtuvo el mayor porcentaje de regeneracion de plantas

verdes. _ : o .



1. INTRODUCCION

El arroz es uno de los cereales de la dieta alimenticia de la
poblacidn guatemalteca, constituye una fuente rica en carbohidratos.
Con el desarrollo de la genética ¥ su aplicacién al fitomejoramiento
se han obtenido variedades de mayor rendimienta y de mejor calidad,
adaptadas a diferentes condiciones climiticas.

El cultive de tejidos vegetales se usa cada vez mas como técnica
complementaria del mejoramiento de plantas en la agricultura. Para
lograr un incremento en el rendimiento de 1los cultivos por unidad de
drea se hace necesario el uso de metodologias de mejoramiento
ade¢uadas para la obtencidn de variedades mejoradas v la evaluacidn
previa de estas variedades antes de ser utilizadas comercialmente en
forma intensiva.

El método mds comin gque se utiliza para la produccién de plantas
doble hapioides es el cultivo de anteras. El uso de doble haploides
permite al fitomejorador la reduccién del ciclo de mejoramiento de
plantas. El cultivo d= anteras permite la obtencidén de plantas
haploides y de lineas doble haploides homocigotas a partir del
cultive in witro de anteras que contienen granos de polen en estado
inmaduro.

El cultive de anteras de arroz comprende tres fases: 1)
induecidén de callos a partir de los granos de polen inmaduros
contenidos en la antera, 2) la regeneracion de plantas a partir de
estos callos, 3) la adaptacidén y trasplante de laz plantas al suslo.
En la fase de induccidén de callos, se esterilizan ¥y s siembran las
anteras de arroz en el medio que serd utilizado rara dgue dichas

anteras formen callos.

! o R
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Una vez formados log callos se trasladan al medio de
regenaracién vy se "mantienen en una cdmara de crecimientoc con

fotoperiodo de luz y temperatura controlada.

Entre les factores que influyen en el cultivoe de anteras de
arroz estdn el genotipo, el estado de desarrollo del polen al
iniciarse el cultivo, el medio de cultivo, el tratamiento de las
anteras antes:&el cultivo, la pafed de las anteras, las condicicnes
ambientales y el estado figioldgico de la planta donante.

Con respecto a este iltimo factor, las condiciones de
crecimiento de las plantas donantes, tales como el fotoperiodo, la
.intensidad-de la luz, la temperatura y la nutricién mineral influyen
en el desarrollo de las microsporas en el cultivo in vitro. Por ello
fue necesario evaluar el efecto de las condiciones ambientales de las
diferentes =zonas productoras de arroz  y las condiciones de
invernadero ubicado en la ciudad de Guatemala en la respuesta de las
anteras al cultivo in vitro.

Por ] lo anteriormente descrito, el programa de afroz del
Instituto de Ciencia y Tecnologia Agricola (ICTA) ejecuta un proyecto
colaborative con la Direccién General de Energia Nuclear (DGEN) con-
el objetivo de reducir el tiempo que implica estabilizar materiales
segregantes de arroz, por lo gue se considerdé de importancia realizar
el presente estudioc, el cual contempld investigar la respuesta de
las anteras al cultivo in vitro de plantas cultivadas en tres

condiciones ambientales diferentes.
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La fase de campo se realizé de junio a noviembre de 1,895 en
tres diferentes localidades del pais, una de ellas fue la Estacién
Experimental "ICTA-Cristina"”, Los Amates, Izabal; otra localidad fue
la Estacidén Experimental del Instituto de Ciencia v Tecnologia
Agricolas en Cuyuta, Escuintla, y la ultima leocalidad fue el
invernadero de la Direccidén General de Energia Nuclear, localizado en
la Ciudad de Guatemala.
Los resultados obtenidos fueron analizados determindndose el
efecto de las localidades en donde se‘cultivan las plantas donantes
de arroz en la induccidn de callo y regeneracién de prlantas verdes de

tres genotipos de arroz.
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2. DEFINICION DEL PROBLEMA_

La mayoria de variedades de arroz cultivadas en Guatemala
pertenecen a la subespecie indica. Egste grupo posss un  bajo
porcentaje de regeneracién de plantas a partir del cultive de
anteras, lc cual hace necesario realizar investigacionas que
contribuyvan a mejorar la eficiencia de estda técnica, con el propésito
de colaborar con el fitomejorador para incorporar las caracteristicas
deseadas gque considere, y asi llegar a establecer programas de
mejoramiento genético utilizando el cultivo in vitro.

La respuesta al cultivo de anteras para el tipo de arroz indica
gegun CIAT { 4 )Y en diferentes medios de induccidén wvaria,
observéndose los mejores resultados en el medio " NL “ con un 70% de
inducecidén de callo en relacién a los otros medios utilizados. En
cuanto al porcentaje de plantas verdes por anteras en distintos
medios de cultivo { Papa-2, N6, N6m, NL ) el que mejor induccidn ha
presentado es el medio ™ NL ".

En una evaluacidn de la respuesta al cultivo de anteras en las
variedades mds wusadas en Guatemala Macz ( 16 ) reporta para el
genotipo Precozicta un porcentaje de induccion de calles de 2.83% v
pafa el genotipo Virginia O%.

Se considerd de imporitancia realizar este estudio para conocer
cOmo las condiciones ambientales de tres diferentes localidades del
pais afectan la_respuesta de las anteras de acuerde al lugar en-dqnde
se desarrclld la planta donante de arroz, para poder determinar cudl

es la localidad mds adecuada que favoreciera al cultivo in vitro.



3. JUSTIFICACION
El cultivo de anteras es muy importante, ya que ha hecho posible
el desarrolleo de plantas con caracteristicas deseables dentro de
periodos cortos y lé seleccidn de nuevas lineas a partir de
interespecies F1 o Fz, por esta razén se utiliza para el mejoramiento

de variedades comerciales de arroz. Ademas permite renovar

continuamente los materiales de arroz a liberar debido a la
susceptibilidad de 1las mismas a enfermedades, principalmente a

Por ello, es de gran interés cptimizar las condiciones de
induceidén de callo y regeneracidén de plantag para que asi el
fitomejorador pueda hacer un uso mids eficiente de estd técnica, en la
introduccidén de caracteristicas genéticas degeables en el cultivo.

Con el cultivo de anteras se logran obtener plantas haploides
mediante la induccién de la embriogénesis u organogénesis a partir de
granos de polen. Las células del polen de los hibridos Fi, contienen
la dotacidén genética de las plantas paternas y las recombinaciones
esperadas segin las proporciones mendelianas, 1la procduccidn de
plantas homocigdticas doble haploides, es una de 1las aplicaciones mag
importantes del cultivo de anteras al fitomejoramiento.

Otra wventaja del cultivoe de anteras es que permite al
fitomejorador hacer mds eficiente el procesc de seleccidn. En
Guatemala actualmente se utiliza esta técnica en un proyecto
colaborativo ICTA-DGEN, con el objetivo de reducir el tiempo que
implica estabilizar los materiales segregantes de arroz desde la

generacion F=.
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El cultive de anteras estd afectado por sl genobtipo, =]l astado
de desarrollo del polen al iniciarse el cultivo, el medio de cultivo,
el tratamiento de las anteras antes del cultivo, la pared de las
anteras y las condiciones en que se desarrolla la planta donante.

En relacidn =& este dltime factor ¥y con el propositoc ds
incrementar la eficlencia de esta técnica, en el presente estudio se
evalué la respuesta al cultive de anteras de plantas donantes

cultivadas en tres diferentes localidades con diferentes condiciones

ambientales.



4. MARCO TECRICO

4.1. MARCO CONCEPTUAL-

4.1_1. Principidé Bidsicos del Cultivo de Anteras-

El cultivo de anteras de arroz comprende tres fases: 1)
induccién de callos a partir de los granos de polen inmaduros
contenidos en la antera, 2) la regeneracidn de plantas a partir de
estos callos, 3) adaptacién y trasplante de las plantas a suelo.

Como fuente de anteras se utilizan botones florales
completamente cerrados. La superficie externa de 1los botones se
desinfecta con solucion diluida de hipoclorito de sodio.

Posteriormente ge retiran los sépalos v pétalos, y los estambres
se transfieren a una caja de petri estéril. - La antera se secciona
para verificar el estado de desarrollo de los granos de polen y en
caso de que sea el apropiado, se eliminan cuidadosaments. Cuando los
botones florales son demasiado reguefios ruede usarse un
estereomicroscopio v pinzas de diseccién de punta fina. (8

Durante el periodo de incubacién, las anteras sge abren por la
pPresion ejercida por el crecimiento de losg embriones o del tejido
calloso originado en los granos de polen. Los embriones se
desarrollan y forman pléntulas que emergen de las anteras.( B8 )

Cuando alecanzan un  tamafio de 3 a b ecm es conveniente
transferirlas individualmente a un medio de cultivo que favorezca su
desarrollo y posteriormente pueden colocarse en suelo. Las pléntulas
recién transferidas al suelo deben mantenerse de preferencia en un
ambiente con alta humedad relativa hasta que las raices se

desarrollen adecuadamente. ( 8 )

e
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4.1.2. Caracteristicas de las plantas propagadas in vitro:

Las plantas propagadas in wvitro difieren de las plantas
propagadas convencionalmente en lo siguiente: Las plantas in vitro
son cultivadas bajd condiciones de asepsia, han permanecido en un
ambiente controlade y su crecimiento requiere de fuentes de carbono
exdgeno. Aun cuando las plantas puedan parecer fisioldgicamente
funcionales, es dificil que exista alta actividad fotosintética,
incluso si 1la clorofila estd presente en las hojas, es probable que
las enzimas responsables de la fotosintesis egtén inactivas o
ausentes. ( 8 )

Per otra parte, las plantas propagadas in vitro han sido
desarrclladas en presencia de humedad relativa alta; debido a esto,
las hojas presentan células dé empalizada con grandes espacios
intercelulares vy bajas frecueﬁcias de estomas, esta caracteristica

hace que dichas plantas =esn mis seneibles s pérdides de agua. { 8 3

4.1.3. Aplicaciones del Cualtive de Anteras:
A) Seleccidn de Mutantes:

El método conocido como cultivo de anteras o cultivo de rolen,
permite regenerar plantas a partir de gametos masculinos con la mitad
de cromosomas (haploides), el empleoc de haploides en la fitotecnia
por mutaciones es ventajasc, ¥a gque permite detectar las mutacicnes

- después de ser inducidas. ( 23 )

.Las mutaciones recesivas en plantas haploides pueden detectarse
facilmente debido a gue sdlo presenﬁan un Jjuego simple de cromosomas
vy no hay alelos complementarios. Las células haploides pueden ser
sometidas a tratamiento con mutdgenos quimicos o fisicos para

aumentar la frecuencia de motacidn. ( 8 )



B) Obtencién de plantas homocigotas:

Para obtener plantas_ fértiles diploides y homocigotas, los
cromosomas de las plantas haploides deben  ser duplicados,
tradicionalmente se wutiliza el alcaloide llamado colchicina. La
induccién de plantas haploides y 1la diploidizacidén pueden facilitar
enormemente los programas de mejoramiento genético tendientes a la
fijacidén de caracteristicas en hibridos heterocigotos obtenidos por

cruzamiento. ( 8 )

4_1.4_ Condiciones Fisicas de Incubacidn para la induccién de
callo y diferenciacién de plantas:

La temperatura y la 1luz Juegan un papel importante en la
androgénesis. En arroz, la temperatura adecuada para los procesos de
formacidén de callos y de regeneracidn de plantas esta entre los 24 vy
26°C. Con temperaturas por encima de 28°C las anteras se degeneran
rapidamente, disminuyen la formacién de callos vy la tasa de
regeneracién de plantas y aumenta la presencia de plantas albinas.

La luz no es necesaria para la fase de induccidn, el crecimiento
de los callos se favorece en la oscuridad. Una vez que los callos
son transferidos al medio de regeneracién, la luz es necesaria para
el proceso de fotosintesis en el desarrollo de las rlantas verdes.

( )

El cambio de oscuridad a luz debe ser progresive, primero

exponiendo los callos a luz tenue y posteriormente a luz directa.

Otros factores que influyen en la respuesta de las anteras es la

composicidn de la atmdésfera del recipiente de multivo v la densidad
de las anteras inocuiladas, ( 4
: _E———— T T e ee— ' glen= T
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4.1.5_. Factores gque influyen en el Cultive de Anteras:

Los siguientes factores influyen en la produccidn de plantas
derivadas del cultivo de anteras de arroz: el genotipo, el albinismo,
las condiciones ambientales vy el estado fisioldégico de la planta
donante, el estado de desarrolio del polen al iniciarse el cultivo,
el tratamiento de las anteras antes del cultivo, la pared de las
'anteras, el medio de Cultivo y las condiciones fisicas de incubacidn

de las anteras. ( 5 )

4.1.5.1. El1 genotipo:

¥l genotipo afecta 1la frecuencia de las anteras gque producen
callos, la capacidad del callo de diferenciar plantas, la proporcidn
de plantas verdes a albinas y la ploidia de las plantas regeneradas.
Se  han encontrado diferencias en 1la respuesta entre las especies,
grupos y variedades de arroz, siendo el grupo japdnica 1 gque mejor
ha respondido al cultivo in wvitro.( 3 )

Estudios hereditarios sugieren gque la induccidén de callos ¥
regeneracidn de plantas estdn controlados por uno o dos blogues de
genes recesivos diferentes gin involucrar al citoplasma {la
dominancia de la no respussta es parcial}), ¥y el efecto de genes
aditivos es predominante. ( 4 )

En el arroz la aparicién de plantas carentes de clorofila varia
con el genotipo, en algunos casos puede obtenerse una alta tasa de
regeneracién de plantas en el total de 1la poblacidn, pero el

| porcentaje de plantas albinas puede ser alto (B0 a 90%). ( 16 )
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CHUNG G.S." ¢itado por Macz (16 ) reporta que el ‘éxito del
cultivo de anteras de arroz es afectado por el genotipo de  los
‘materiales inoculados. = ‘La frecuencia de ‘induccidn “de e¢allo y
regeneracién de plantas en hibridos Fl varia de acuerds & los padres

de los cruces. -

4.1.5.2. E1 albinismo:

La 'produccién de ‘plantas albinas es un fenémeno':cohﬁﬂ:én el
cultivo de anteras de cereales. El albinismo es particulérméhté
predominante en plantas derivadas del polen inmadure de hibridos
interespecificos o hibrideos intraespecificos entre laé'isubééﬁéCies
japénica e indica. ( 5 )

Hay  pruebas de Qué::el' albinismo esta relacionado con " 1la
supresién del ADN"aé”‘loprlaStidoéq v ‘con déficiéhéiés "del 'ARN
ribosomal de los plastidos. = En el érroz, una fuerte indiccién = de
callo no sé correlaciona -?hécesafiaﬁénte' céh ‘tasas alﬁas“ff&e
regeneraciodn de pIaﬁ%aé:?erdes; ﬁor coﬂsiguiente;ﬂié'évaiﬁaéféﬁ':déi
germoplaéma'por‘suﬂreépuésfd:al cultivo de anteras débe considerar la

induccién del callo y la regeneracién de plantas verdes partiendo del

nimero total de anteras cultivadas. ( 4 )

Estudibé]sﬁgiérén Qﬁé 'ié formacion de plantaé'élbihéé ‘éé'a;bida
a alteraciones de los }piaéiidioé Hﬁrante la miérbSpdfogénééié”hiﬁ:
vivo. Eiralbi££émo eété{feiééiénada odh eigdetéribfo dél ADN aéiios

cloroplastos vy éoﬁ“déficieﬁciaé“éﬁ(éitARN de los plastidios. ( 5y

il

L]




LL

hid o M. ... i e ey

12
4.1.5.3. Las condiciones ambientales_y el estado fisicldgico de
la planta donante:

Las condiciones de crecimiento de las plantas donantes tales
como el fotoperiode, la intensidad de luz, la temperatura, la
nutricién mineral, variaciones eStaoiQnales, tratamientos figsicos vy
la aplicacioén de hérmonas pueden influir en la respuesta de las
microsporas al cultivo in vitro. { 5 )

Las plantas donantes idealmente deben cultivarse en condiciones
controladas de nutrientes, luz, temperatura y humedad para que el
material vegetal sea lo mds homogéneo posible y poder obtener
reprdducibilidad de los resultados. ( 8 )

Por lo general, anteras de plantas desarrolladas en el campo y
bajo periodos de baja nubosidad y lluvia presentan una mayor
respuesta debidc a los altos niveles de radiacidn. ( B ) En las
plantés cultivadas bajo control es posible establecer correlaciones
entre - la etapa de desarrollo del polen y ciertas caracteristicas
morfoldgicas externas de los botones florales (ed. tamaﬁo v
coloracién de la corola). Tales caracteristicas facilitan la
seleccion de los botones que contengan anteras en la fase requerida
para su culiltivo. ( 8 )

Los granos de polen anormales se les ha denominado granos—S o
granos-P y se cree que son los requnsables de la proléferaoién
celular gue da como resultado la formacidén de callos cuando se
someten las anteras al cultivo in vitro. Bu presencia dentro de la
poblacion del rolen esta predeterminade por las condiciones
ambientales bajo las que se desarrolla el estado fisiolégico de las

plantas donantes. ( 3 )
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En algunos casos la deficiencia de nitrdgeno en las plantas
donantes incrementa la respuesta al cultivo in vitro de las anteras y
la aplicacidn de gametocidas a las paniculas en sus estados iniciales
de desarrollo puede también resultar en una mayor respuesta. ( 5 )

Las plantas deben cuitivarse de preferencia en soluciones
nutritivas, con adecuado régimen de luz y alta intensidad luminosa.
La temperatura a la cual se mantienen influye sobre la androgénesis y
debers ser esbudiada en cada caso.

En ocasiones el material proveniente del campo es mds vigofoso v
da mejores resultados que el de plantas cultivadas en camaras de
crecimiento. El estado fisioldgico de la planta donante en el momento
en gque se cosechan las paniculas también influye en 1057 resultados

obtenidos. { 8 )

4.1.5.4. Estado de desarrollo del polen al iniciarse el cultivo:

El estado de desarrollo del polen, en el momento en gque se
geparan las anteras, para someterlas al cultivo in vitro es un factor
clave_para agegurar una respuesta exitogsa. En estudios comparativos y
en la prédctica se ha determinado gue la etapa de desarrollo del polen
comprendida entre el estado uninucleado medioc y el uninucleado tardio
es la Sptima para asegurar una respuesta exitosa. ( 5 )

Para controlar la androgénesis, es crucial la caracterizacidn
citolégica ¥y bioquimica de las etapas muy tempranas de la evolucidn
de los granos de polen, las pequefias diferencias en el desarrollo del
polen darian lugar a cambios notables en la produccidén de plantas

derivadas de polen. ( 4 )
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Si la siembra de las anteras en el medio nutritivo se realiza
.cuando el estado de desarrolio del polen no se encuentra en el estado
uninuecleado medio a tardie, la produccién de callos decrece

notablemente. ( 5 )

4.1.5.5. El tratamiento de lag anteras antes del culbtivo:

Los efectos de pretratamiento a bajas temperaturas sobre la
respuesta del cultivo de anteras de arroz han sido estudiado por
varios investigadores. La induccién oOptima se consigue con un
pretratamiento de 8 a 10°C por 7 dias en la oscuridad en anteras con
microsporas en estado uninucleado medioc. ( 8 )

El tratamiento frio se ha relacionado con una disminucién en el
albinismo de los cereales, asi como con la estimulacién de la
divisién mitdtica de las microesporas androgenéticas. ( 4 )

Ese tratamiento no solamente incrementa la formacidén de callo,
pero también la diferenciacidn de plantas verdes. Un pretratamiento
en fric por mds de 14 dias reduce la capacidad morfogenética de los
callos e incrementa la produccidén de albinos. ( 5 )

Los efectos benéficos del tratamiento con frio y en ausencia del
luz, consisten en reducir la actividad respiratoria de las anteras al
disminuir el consumo de materiales, lo cual prolonga la actividad
bioldégica del arqguesporio que alberga a los granos de polen,
manteniendo su viabilidad, evitando la dehiscencia prematura de las
anteras en el cultivo vy retrasando la senescencia del polen. ( b }‘

Cuandq son cultivadas wmuchas anteras al mismo €tiempo en un
programa de mejoramiento, el pretratamiento frio puede tener un

beneficio de importancia préctica, en términos de ahorro de tiempo y

trabajo. ( 18 )
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4.1.5.6. La pared de la Antera:-

La induccidén de callos y posterior regeneracidn de plantas es
mayor en cultivos donde la senescencia de las anteras - ocurre hacia el
final del periodo del cultivo, después de la cuarta Semana, gue
cuando aparece en los primeros quince dias. ( 8 )

Esta es una evidencia de la importancia que tienen las
sustancias fisiolégicamente activas contenidas en el tapete o pared
de la antera, las cuales inducen Ila morfogénesis de las microsporas
durante los primeros dias de cultivo. ( 4.5 ) |

Cuando se inoculan anteras o granos de polen en medios en donde
se cultivaron previamente anteras del mismo tipo o de una especie o
variedad diferente la frecuencia de la androgénesis aumenta. Estudios
histolégicos han revelado que el contacto de la rarte basal de los
embriones con la pared interna de las anteras, parece ser esencial
para el desarrollo normal de los embriones durante el cultivo in

vitro. ( 8 )

4.1.5.7. El Medio de Cultivo:

Los reguerimientos guimicos para la inducciodén de la androgénesis
.estdn intimamente relacionados a la especie vegetal, edad de las
anteras y a las condiciones de cultivo de las plantas donantes. La
sacarosa Jjuega un papel esencial en la induccidén de la androgénesis.
{ 8 ) Normalmente se utilizan dos medios de cultivo, una para 1a
induccién de callos a partir del polen inmaduro y otro prara la
regeneracidén de plédntulas a partir de log callos. Los medios de

cultivo estdn constituidos por dos grupos de sustancias. ( 4 )

N | I
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El primer grupo o medio basal esta formado de nutrimentos
inorgénicos {macro y microelementos), hidratos de carbono, vitaminas
v en algunos casos otros aditivos orgdnicos. El segunde grupo de
sustancias lo constituyen los reguladores de crecimiento de tipo
“hormonal. Begin Lentini citado por el CIAT ( 5 ) sugiere gue es
posible incrementar la induccidén de callos 24 veces en las indicas y
2 veceg en las jépénicas cuando se utiliza el medio de induccidén "NL”
complementandolo con 2 mg/lt de 2,4-D; 0.07 mg/lt de picloramo, 1
mg/lt de kinetina, 5% de maltosa y 10 mg/1t de AgNOs.
En 21 cultivo de anteras de arroz, los primeros estudios que se
hicieron, fueron en medios bésicos MS (Murashings-Skoog) y Miller,
pero recientemente ha sido adoptado ampliamente el medio basico N©

-con contenido de amonio modificado. { 18 )

4_1.6_ Ventajas del Cultivo de Anteras:

El Cultive de anteras ofrece las siguientes ventajas a los
programas de mejoramiento genético: ( 4 )
A) La técnica puede restringirse a los hibridos Fi1 o Fz cuya
genealogia contiene genotipos gque responden al cultivo de anteras.-
La clasificacidén de variedades segin su‘respuesta permitird calcular
el numero de anteras necesarias para obtener un hibrido Fi dado.
B) Alrededor de un 50% de las plantas de arroz regeneradas son
haploides duplicados (autodiploides) lo que excluye el uso de  la

duplicacidn artificial de cromosomas.
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8)} Los estudios de progenie sobre hibridos Fi regenerados de polen
gefialan que la mayoria de las plantas regeneradas son uniformes \'s
estables; esto significa que la mayor parte de las plantas de arroz
diploides, obtenidas por cultiveo de anteras, son homocigotos que
provienen de microesporas haploides mediante la duplicacidn
espontdnea de los cromosomas.
AD) Obtencién de haploides duplicados a partir de hibridos Fi ruedea
ser Util para desarrollar variedades en forma fija en una estaciodn
central, con el fin de distribuirlas en ambientes ecolégicos muy
diversos y de ensayvarlas en ellos.
E) Puede ser wuna fuente 1Util de variacidn gametoclonal para el

mejoramiento intravarietal.

F) Permitir la expresion e identificacién de alelos recesivos.
G) La produccidén de lineass homocigéticas en especies altamente
heterocigéticas, con el propésito de producir lineas puras de

diferente genotipo ¥ de. facilitar asi el uso de la heterosis de la
semilla hibrida Fi.

H) Las microsporas se pueden usar para la induccidn de mutantes v
prara la seleccién de caracteres esporofiticos.

) La introgresién de genes de tipos de germoplasma distantes
mediante el restablecimiento de la fertilidad de los haploides
duplicados obtenidos de cruzamientos amplios de la Fi.

J) Obtener la purificacidn de lineas de restauracidn de - la
esterilidad masculina.

K) Crear y acrecentar reservas citogenéticas y citoplasmidticas de

los principales cultivos.

T . T ————— Y ' T aEn
H
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4.1.7. Desventajas del Cultivo de Anteras:

Entre las més comiinmente citadas se tienen su alta dependencia
del genotipo, el rango de la variabilidad genética recuperada, el
ilimitado ntmero de recombinaciones meidticas v el costo del.
laboratorio.

Con el fin de maximizar el ahorro en tiempo, las plantas Fl son
generalmente procesadas por cultivo de anteras. No obstante en este
caso, sdlo se permite un ciclo de recombinacién entre los genomios
parentales antes de la fijacidén de 1los genotipos, lo gque se ha
indicado como una desventaja con respecto a los métodos estandar de
mejoramiento para la recuperacidn de ciertos recombinantes deseables.
{ 5

4.1.8._ Investigacidn para el mejoramiento del arroz en
Guatemala:

El programa de produccidén de arroz del ICTA ha venido estudiandc
el germoplasma proveniente del Centro Internacional de Agricultura
Tropical (CIAT), del Instituto Colombiano Agropecuario (ASIA) de
Inca, Colombia y del Instituto de Arroz de Filipinas (IRRI), ademés
del material gque en el misme Preograma ha degarrollade kajo las.
condiciones climd&ticas y eddficas de la Costa del Pacifico ¥
Atldantico de Guatemala.

Durante 1976 se hicieron evaluaciones de 16- genotipos entre
lineas avanzadas y variedades comerciales de arroz en las localidades
de Cuyuta, Cristina, finca Limones, Joya de Oro, Caboncito, Mercedes,
Constancia y el Valle del Polochic; las lineas se identificaron como
L-4221, L-4260, L-4247, L-4251 y L-4803 fueron seleccionadas comc muy
promisorias por lo gue pasaron junto con la variedad IR-28 a formar

parte de los ensayos de Finca a nivel regional. ( 17 )
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Macz ( 18 ) reporta que la variedad Precozicta tante para el

solidificador (Agarosa) como para el extracto de arroz obtuve el
mayor porcentaje de c¢allos que regeneraron plantas verdes.

Lopez ( 15 ) establece que la variedad ICTA VIRGINIA presentd

rendimientos mayores que el testigo (Precozicta), también presentd

correlacidén directa entre las caracteristicas agrondmicas de

vigorosidad, habilidad de macollamiento, altura total de planta.
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4.2. MARCO REFERENCIAL:
4.2.1. Localizacidtn y caracteristicas de los lugares de cultivo
de las plantas donantes:
El cultivo de plantas donantes se localizd en los lugares gue a

continuacion se describen:

A)Y El Centro de Produccion Agricola ICTA-Cristina:

Se encuentra ubicado en el municipio de Los Amates del
departamento de Izabal, dentro del drea que conforma el Valle del
Motagua.

Segin De la Cruz (7 ), el Valle del Motagua en la Costa
Atlantica, ge cataloga ecologicamente como Bosque muy Hiamedo
Subtropical calido. El valle del Motagua se caracteriza por una
precipitacidén anual de 3000 a 3500 mm.

El Centro de Produccidén Cristina estd localizado a 211 km al
noregste de la ciudad de Guatemala. Tiene una extensién de 45 ha y
sus suelos son de textura arcillosa, conun pH de 4.5 a 5.5,
deficientes en fésforo y materia orgdnica; la precipitacidn anual es
de 3500 mm, la temperatura media es de 28°C y la humedad relativa de
BO%. ( 25 )

Simmons et al ( 24 ), describe la localidad a una altura de 89
metros scbre el nivel del mar, con una precipitacién promedio anual
de 2000 mm ¥y una temperatura promedic anusl de 27°C. Los suelos
corresponden a la serie Cristina v se caracterizan por ser poco
profundos, mal drenados, desarrollados en regiones cdlidas y humedas
sobre materiales aluviales lavados de dreas de roca serpentina y

ocupan superficies casi planas o suavemente inclinadas.
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Ei suelo superficial a una profundidad de 40 cm ey arcilloso,

muy plastico, que va de un color gris obscuro a café grisaceo muy
obscuro. Toda el drea se puede usar para potreros y este es quizds el
mejor uso, yva que el suelo es dificil de cultivar. Las superficies

mds planas se pueden usar para la produccién de arroz irrigado. ( 7 )

B) El Centro de Produccién Agricola ICTA~Cuyuta, Escuintla.

El lugar se encuentra geogrédficamente ubicado a una Latitud
Norte de 14° 07- 00" ¥ a una Longitud Oeste de 71° 09~ 00"-. Se
comunica a la cabecera departamental a través de la carretera CA-9
Sur a una distancia de 27 km.

El parcelamiento Cuyuta se encuentra limitado al Neorte con la
finca Cadiz, la finca Carolina v la finca Versalles; al Sur con la
finca La Felicidad, finca Santa Elena v la finca San José Las Flores:
el Este con la finca el Naranjo, estando la linea del ferrocarril de
por medio y al Oeste con el Rio Achiguate. ( 15 )

Seglin la clasificacidén de Holdrigde ( 12 ) el &rea del
parcelamiento se encuentra ubicada en la zona de vida Bosgque muy
Himedo Subtropical Cdlido, a una elevacién de 48 metros sobre el
nivel del mar, con wuna precipitacisn pluvial de 1,800 mm anuales. La
temperatura promedio es de 28°C.

Segin la clasificacién de Thornthwaite ( 11 ) el clima de 1la
Zona por sus caracteristicas de temperatura ¥ precipitacién pluvial

presenta un clima cdlido, sin estacidén seca bien definida, humedo con

invierno seco.

TTEn
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Los suelos corresponden a la Serie Tiguisate Franco los cuales

se caracterizan por desarrollarse sobre depdositos marinos aluviales
de color oscure en un clima cdlido huimedo seco, s=on profundos bien

drenadoes.

El sueio superficial a una profundidad aproximada de 35 cm es

franco, de c¢olor café oscuro a café muy oscuro. El contenido de
materia orgdnica oscila alrededor del 5 al 10%. La estructura es
granular fina poco desarrollada. Ocupan relieves casi planos, suaves

en el planc costerc del Pacifico. ( 24 )
) Invernadéro de la Direccién General de Energia Nuclear:

Las plantas donantes se cultivaron bajo condiciones de
invernadero con temperatura promedic de 30°C y humedad relativa de
40%. E1 invernadero utilizado tiene techo de vidrio de dos aguas y
armazén de hierro, cuenta con cajas de madera para la siembra, dichas
cajas estédn forradas con plédstico negro, para no dejar filtrar el
agua, la capacidad de cada caja es para 36 macetas plasticas de dos
kilogramos de suelo, se cuenta con ventilacidén lateral mecanica.

D) Laboratoric de Cultivo de Tejidos Vegetales de la Direccion
General de Energia Muclear:

El cultivo de anteras se realizé en el laboratoric de cultivo de
tejidos de la Seccidn Agropecuaria de la Direccidén General de Energia
Nuclear, del Ministerio de Energia y Minas, ubicado en la zona 12 de
la ciudad de Guatemala.

La Direccidon General de Energia Nuclear se encuentra ubicada a
uné Latitud Norte de 14° 34° 51" y una Longitud QOeste de 80° 03~ 167
y una elevacién de 1478 metros sobre el nivel del mar, con

temperatura media anuval de 18°C. ( 16 )
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5. OBJETIVO
1. Evaluar el efecto de las condiciones ambientales de cultive de
plantas donantes en la respuesta al cultivo de anteras de tres

genotipos de arroz.

6. HIPOTESIS
Los tres genotipos de arroz cultivados en diferentes condiciones
ambientales tienen el mismo comportamiento evaluado por la cantidad

de plantas verdes producidas en cultivo de anteras.

Al menos una localidad presenta condiciones ambientales mids
favorables para el desarrolle de plantas donantes de anteras de
arroz, lo cual se manifiesta en una mayor cantidad de plantas verdes

producidas.
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7. METOPOLOGIA
7.1. Desarrollo de la Investigacidn:
El ﬁresente trabajo se realizdé en cuatro etapas: primero la
etapa de gabinete inicial, la etapa de campo, etapa de laboratorio y

la etapa de gabinete final.

7.1.1. Etapa de Gabinete inicial:
Comprendidé la slaboracién del anteproyecto de investigacidén, en
el cual se recolecte informacidén para la elaboracién del proyecto

para realizar la investigacién.

7.1.2. Etapa de Campo:

Esta etapa comprendid® la preparacién del terreno,. siembra vy
manejo de las plantas donantes en cada una de las localidades.
7.1.2.1. Preparacién del terreno:

a) Campo:

Se realizé en forma mecanizada, se ﬁaso una vez arado v dosg
veces rastra, el terreno quedé'bien mullido lo gque permitidé una buena
cama para la germinacidn de la semilla. En. la preparacién del suelo
se incorpord al mismo el insecticida Tefbuphos a razén de 12.90
kg/ha..

b) Preparacién de macetas en invernadero:

Se utilizaron macetas de 2 kg de capacidad con una mezcla . de

suelo, las cuales sirvieron para la.siembra de las plantas de arroz

en el invernadero de la Direccitin General de Energia Nuclear.
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7.1.2.5. Control de Plagas de dnsebbosiin
7+ Beraplicd Metamidephos . :a-razén de 600 gr/ha, para ¢ontrolar las
chinchés ;-de:las ‘paniculas; a  intervalos. de. d5:-diag rentre. las
apideaédones;uffh-%l:~;wﬁ' c o b mame el e ;ﬁbﬁrﬁﬁwrié'r
ia'etﬁp&,@ﬁ Etspa de Laboratoric Cultiﬁo de Tejidos f:

En esta etapa se prepardé el medio de induceién y el medic de
regenéracion’ centewiendm shormonas: dée: crec1miento, v1tam1nas, solucidén
de microeleménhtos w&aﬁmaprbéiemehtosct%Devyiasﬁplantase%déﬁﬁarioz e
bblec&hronﬁlaswnpanicuiasfapara?*@aderﬂ ektraer:! las: i antéras quesse
ﬁtiiizﬁrbhiﬂen!da3Hdemerminéédén del estado uninucleado de los granos
de polen. |

Pabra: laidincubaciéni.de los ﬁedidcs se utilizé una camara de
éreciﬁi@ntovconvcontrolﬂdealuzn yrtempe@atu@a,dah laeual. se- incubarcon
=1aa§&ntéré$wa ~una temperatura sﬂe:QS?Cuen ﬁffaseoéwde‘ﬁvidrio de 130
ceﬁtimetrbg;gﬁbiOOSw de! bapacida& éonteniendo medio de induccidn,
hasta .. la formacién de callo, luego estos callos se trasladaron a
frascba vdejpodipropiiénnf de 860 centzmetros cubicae de capacidad
'conteniendow el medio de regenebac;on, loao cualasfsev ﬁnbubaron hasta

lanregeneradion de: plantasds o funilia. En e pr '._}_)c.;_‘. azidn ded oshie ! ':'?-'
H7:1.SuiuﬂﬁnducciénmdemCalib:“Jd?f*i??“f Torvuphos oa o cpader s LG
“gs1e7.1.8.1.1. Determinacién del estado uninucleado de laélantéras:

. ' Papa- observar: el - estado uninucleado de las microsporas, se
‘procediéutalrealizarAAmontadés v-GbBEfvarips=‘énﬁelwvmicroscépio;ﬁ-se
removiereon u&aéﬂihflaréscenéiéarxy=:seSumergiéronqﬁlasafidraéﬁ'énfuha
solucién. fijadora <compuesta por: 3-partesfde’~etanol”ai‘95% (alcohol
BtlliCD), 1 parte de dcido acetlco glacial v 0.1% de cloruro ferrico,
posteriormente 8e dejaron  las antaras en dicha wsolucién fijadora

._durante 24 horas a temperatura ambiente. =
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Transcurrido el tiempo se maceraron las anteras y se tifieron con

uné solucidén de acetocarmin al 5%, una vez tefiidas las anteras se

observaron los diférentes estados de desarrollo, wutilizando un
microscopio con un lente de 10X y 40¥.

Si la muestra evaiuada presentaba granos de polen en estado

uninucleado medio-tardio, el lote cosechado se utilizaba para la

siembra, caso contrario se descartaba.

7.1.3.1.2. Pretratamiento del Material Vegetal:

Las paniculas se colectaron cuando la hoja bandera sobresalia
del primer entrenudo una distancia entre 6 a 8 cm se colectaron en
las primeras horas del dia, y se btrasladaron al laboratorio de
cultivo de tejidos de la Direccién General de Energia Nuclear (DGEN),
utilizando una hielera.

Una vez en el 1laboratorio se sacaron las paniculas de arroz de
la hielera y se dejaron en la refrigeradora a 5°C durante cuatro dias
para aplicar pretratamiento en frio, luego se esterilizaron POr un
periodo de 15 minutos, utilizando una solucidén de hipdclorito de
sodic al 2% (Clorox comercial con 5.25% NaOCl de compuesto activo),
luego se lavaron tres veces con agua degtilada estéril.

Se utilizd alcohol etilico al 70% para desinfectar el drea de
trabajo en la camara de flujo laminar. Las espigas esterilizadas se
colocaron_en cajas petri, ¥ las anteras fueron removidas con pinzas
finas. Estas anteras fueron'chocadas gobre el medio dé induccidn de

callos en frascos de vidrio con capacidad de 130 cc.

: A I

]l
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lLos frascos de vidrio de 130 cec. fueron incubados a una
temperatura de 25H°C en completa oscuridad. Cuando se observd la
aparicidn de qallos con un tamafio adecuade (aproximadamente entrs 1-2
mm de didmetro) se procedidé a transferir los callos a medio de
regeneracidn, Unicamente fueron transferidos los de apariencia
embriogénica, caracterizada por la apariencia seca, superficie lisa,
esféricos v de color blanco. Los callos se trasladaron del medio de
induccidn al medic de regeneracidn aproximadamente 40 dias después de

la siembra de las anteras.

7.1.3.1.3. Medio de cultivo:
Se utilizd el medio " NL " ( 5 ) para la induccién de callos, vy
el medio " MS “ para la regeneracidn de plantas, la composicidn de

los mismos se muestra en el cuadre 4A.

7.1.3.1.4. Regeneracion de plantas:

Se transfirieron los callos del tipe embriocgénice provenientes
del medio de induccidn, de 1 a 2 milimetros de didmetro al medioc de
regeneracidn utilizando una espatula vy un bisturi para su
manipulacidn. Pe transfirieron los callos a cajas de policarbonato
con tapaderas de pelipropileno que contenian el medio de regeneracidn
"MS" con 3% de sucrosa, en las cuales =ze colocaron nueve callos por
caja conteniendo 20 ml del medio " M5 " para gque posteriormente
regeneraran Pplantas. El nanero de callos sembrados por genotipo

dependid de su porcentaje de induccidn.
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Para la regeneracién de plantas las cajas de policarbonato se
mantuvieron a una temperatura de 26°C, ¥y expuestas a un fotoperiodo
de 18  horas. Seis semanas después de que los callos fueron
trasladados al medio de regeneracién se observé el numero de plantas

regeneradas.

7.1.3.1.5. Registro de datos:

Los datos se registraron después de 40 dias de incubacidn de las
anteras (B semanas), el nimero de callos totales formados por
genotipo ¥y localidad, el ntmero de callos trasladados al medio de
regeneracién. A los B0 dias (12 sgemanas) se registré el ntmero de

callos con plantas verdes y callos con ‘plantas albinas.

7.1.4. Etapa de Gabinete Final:
Se realizd el andlisis e interpretacién de la informacidén
recopilada en el transcurso del desarrollo de la investigacidn. Los

resultados de la investigacidén se evaluaron estadisticamente de

acuerdo al disefio experimental.

7.1.5. Normalidad de los datos de Formacién de Callos:

Los datos que se obtuvieron del porcentaje de induccidn de callo
fueron analizados para observar si tenian una tendencia de
distribucién normal, para lo cual fue necesario realizar la prueba de
normalidad de Saphiro-Wiks. |

En base al resultado que se obtuve se efectud la transformacidn
de la variable porcentaje de induccién de callos - utilizando

arcotangente de "x". (cuadro B6A)

r
W

TETN



32

los valores transformados de la induccién de callos fueron
sometidos a wun andlisis de varianza (ANDEVA) comc a su respectiva
prueba de medias Tukey. En los datos de regeneracion de plantas no se
efectud andligis estadistico, simplemente se expresan los wvalores
promedio en porcentaje, debido a que el bajo ntmero de callos

formados en algunos genotipos no permitié hacer repeticiones.

7.2. Variables Respuesta:
En el estudio se evaluaron las siguientes variables:
7.2.1. Porcentaje de induccidn de callo.
7.2.2. Porcentaje de regeneracion de plantas
7.2.3. Eficiencia en base a anteras.

El porcentaje de induccién de callo =e obtuvo de la siguienté

manera:
_ No. de callos formados
% induccifn = ~ ——m—m e * 100
de callo Total de anteras sembradas

En la regeneracidon de plantas se tomaron uUnicamente en cuenta
los callos que regeneraron plantas. Esta variable se determino de la
siguiente forma:

No. callos que formaron plantas verdes

% R.P.V. = * 100
No. total de callos inoculados

donde:
% R.P.V. = % de regeneracidn de plantas verdes.

La eficiencia en base a anteras se calculd asi:

No. de callos gue formaron plantas verdes
Eficiencia = ——————————m—————— oo e * 100
Ne. anteras inoculadas
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7.3. Disefio Experimental -

Se utilizé un disefio en completo azar con arreglo factorial
(3%x3) con 5 repeticiones, siendo los factores las diferentes
localidades asi como también los diferentes genotipos de arroz, la
unidad experimental estuvo conformada por 5 frascos de vidrio de 130
centimetros cubicos de capacidad, conteniendo 150 anteras de arroz
- por céda 10 ce del medio de induccién " NL " cada uno, haciendo un

total de 750 anteras de arroz por unidad experimental.

El modelo estadistico es el siguiente:

Yidk = p + 8i + T + &7ij + €ijk

de donde:

Yijk = Induccién de callos de la ijk-esima unidad

experimental.
H = Efecto de la media general de los tratamientos.
8i = Efecto de la i-ésima variedad de arroz.
T3 = Efecto de la i-é&sima localidad.
&1iJ = Efecto de la interaccién variedad¥localidad.
€ij = Efecto del error eXperimental.

T
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8. RESULTADOS Y DISCUSION.

8.1. FORMACION DE CALLOS:

'8.1.1. Comportamiento de Normalidad de la Induccién de Callos:

Con esto se pudo comprobar que los resultados de induccidén de
callos no siguen un patrén de distribucidén normal. En el cuadro 1 se
muestran lo= resultados transformados aplicando la prueba de
normalidad de Saphiro-wiks.

Para poder inducir a 1la normalidad el valor del porcentaje de
iﬁduccién de callc se le aplicd una transformacién matemdtica al
valor original, utilizando la transformacidén de arcotangente de "x",

va que con dicha conversidn de la escala original se logre inducir

los valores del porcentaje de induccién de callo a la normalidad.

8.1.2. Respuesta de los Genotipos é la Induccion de Callo en
funcion de la lmcalidad:

.Las plantas donantes cultivadas en la localidad de Cristina,
Izabal presentan el mds alto porcentaje promedio de induccidn de
callos (25.48%) seguideo de las plantas donantes cultivas en la
localidad de Cuyuta, Escuintla con 2.83% promedio de induccién de
callos. Los resultados obtenidos en las diferentes localidades se
muestran en el cuadro 2.

En las plantas donantes cultivadas en la localidad de Guatemala
el mayorr porcentaje de induccidén de ecallos se obtuve del genotipo
"CT-8241" seguido del genotipo '"Precozicta", el genotipo '"Virginia"
‘no presentd® ninguna respueéta al cultivo de anteras en esta

localidad.



Cuadro 1. Prueba de Normalidad " Saphiro-Wiks" para el
porcentaje de induccidén de callos de Arroz.

No Yi<¥n So™2 n We Wt 5%
1 9.04 24bH.55 35.82 15.28 0.8980 0.91
2 11.49 174.77 33.22 - .78
3 12.38 162.52 32.10 7.88
4 14.75 899.20 29 .86 6.37
5 15.87 81.72 26.19 5.83
6- 18.854 38.Q7 i8.27 3.38
7 18.b4 38.07 14.65 2.37
8 18.54 38.07 14 20 1.77
g 18.54 38.07 13.81 1.46

10 18.54 38.07 11.71 1.01

11 18.54 38.07 10.86 0.87

12 18.564 38.07 10.85 0.862

13 18.54 38.07 10.564 0.40

14 18.54 38.07 10.086 0.23

15 18.54 38.07 8.89 Q.07

18 18.54 38.07 7.56 0.06

17 18.54 38.07 5.85 0.05

18 18.54 38.07 6.39 0.05

19 16.49 27,25 bh.17 0.04

20 19.78 24 .30 4.31 0.03

21 20.60 16.89 3.28 0.02

22 22.21 6.25 1.45 0.01

23 23.22 2.22 0.00 0.00

24 23.68 1.10 -

25 23.88 0.69

26 24 .08 0.38

27 24.68 0.00

28 24 .93 0.058

29 25.39 0.46

30 26.10 1.93

31 27.43 7.40

32 28.60 15.13

33 29.08 18.10

34 29.39 21.890

35 29.50 22.94

38 30.25 30.69

37 32.35 b8 _37

38 32.74 64.48

39 33.19 71.91

40 36.81 146.41

41 41._.86 294 .12

42 44 41 388.08

.43 44 46 320.086

44 44 .71 400.00

45 44 .96 410.086
-_— e——— -

35
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Cuadro 2. Respuesta a la induccidn de callos por genotipo
v localidad.

o No. Anteras No. de callos % de
Localidad| Genotipo © Inoculadas formados Induccidn

Precozicta 5400 197 3.65

Guatemala| CT-6241 7500 1547 20_.68
’ 1 Virginia 68900 o Q 0

1 | Precozicta 8150 616 10.02

|Escuintla| CT-6241 6000 1133 18.88
Virginia 5500 7 0 0

Precozicta 8000 741 12.85

Izabal CT-8241 6000 3527 58.78

- 1 Virginia 5000 315 5.25

En las plantas donantes de anteras cultivadas en la localidad de
Cuyuta, Escuintla, el genofipc de arrﬁz "OT-6241" presentd la mejor
respuesta en cuanto a la formacién de callos, seguido del genotipo
"Precozicta'. |

Es de hacer notar que el genotipo de arroz “Virginia" no
respondié al cultivo in vitro, pero se pude observar como una
excepcién gue solamente el 5.25% de las anteras respondid a ia
formacién de callos en la localidad de Cristina, Izabal.

En la figura 1 se puede apreciar la tendencia de los diferentes
genotipos de arroz en las distintas localidades en las cuales fueron
cultivadas las plantas donantes de anteras, en lo relacionado é' B4 -

comportamiento a la induccidn de callos.
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Figura 1. Efecto en la induccion de callo de tres diferentes

localidades en las cuales se cultivan las plantas

donantes de anteras de tres genotipos de arroz. 1995
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Segin los resultados del andlisis de varianza (ANDEVA) efectuado
para los datos transformados de induccién de callos se pudo comprobar
que existen diferencias significativas entre lag diferentes
localidades en las cuales se culfivan las  plantas donantes de anteras
v ademds existen diferencias significativas entre la interaccién del
genotipo de arroz y la localidad. {(cuadro 7A)

La prueba de media Tukey efectuada al factor localidades en las
cuales se cultivan las plantas donantes de anteras, indica gue las
anteras provenientes de la localidad de Los Amates, Izabal son las
mds adecuadas, porgue fueron las que presentaron la mayér formacidn
de callos en lo gue se refiere a la 1ocalidad en donde siembran v
crecen las plantas donantes de anteras para la induccidén de callos,
seguido de las plantas donantes de anteras provenientes de la
localidad de Cuyuta, Escurintla con (23.03%) de iuduccién de callos ¥y
por tltimo .las plantas cultivadas bajo condicicnes de invernadero en

ia localidad de Guatemala.

£.1.3. Respuesta de ios Genotipos a la Induccidn de callos:

De los tres senctiros de arroz, el gue presentd la mejor
respuesta en cuanto a formécién de callo fue el genotipe "Cl-8241"
con un promedio de 32.768% seguido del genotipo 'PFrecozicta” con un
rromedio de induccidn de B.87%, en lo referente al genotipo
“Virginia” dnicamente obtuve 1.75% de induccidn de callos.

En las anteras provenientes de la localidad de Cristina, Izabal
utilizadas para la induccién de callos =e obtuvo wun porcentaje de
formacién de callos de HB.78% para el genotipo ”CT—GZél“,-seguido por
las anteras provenientes de la localidad de Guatemala del genotipo

"OT-B241" con 20.83% de induccidn de callos.
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En cuanto a la formacién de callos para el genotipo "Precozicta"
se puede observar en la figura 2, que las anteras tienen una
respuesta intermedia a la formacidn de callos en concordancia en lo
reportado segin la literatura consultada. (16,18,20

El nivel de formacién de callos para el genotipo de arroz
"Virginia" fue de 0% de formacidn de callos, a excepcidn de un 5.25%
de formacidén de callos que se obtuvo en las anteras derivadas de
plantas cultivadas en la localidad de Cristina, Izabal. En 1la figura
Z se puede apreciar el comportamiento de formacidn de callos en los
distintos genotipos de arroz en estudio.

En base a los resultados de la prueba de medias efectuado para
los genotipos de arroz, el genotipo "CT-6241" es el que obtuvo la
media mds alta (35.07%) en cuanto a la formacién de callos, seguido
por el genotipo "Precozicta'" con una media de formacién del 19.58%, v
el genotipo "Virginia" con una media de 19.48% de formacién de
callos. (Cuadro 8A)

El resultado de 1la prueba de medias efectuados a la interaccién
existente entre los genotipos de arroz y 1la localidad en la cual se
siembran_ las plantas de arroz donantes de anteras,  indica que la
interaccidn existente entre el genotipo "COT-6241" que se obtuvo de la
localidad de Los Amates, Izabal presentd la media mas alta (44.08%)
en cuanto al porcentaje de induccién de callos, seguido .de las
interacciones existentes entre el genotipo "CT-6241%Guatemala v
"CT-8241%Cuyuta” los cuales obtuvieron 32.49% v 28.63%
respectivamente en lo relacionado a la inducecidn de callos.

(Cuadro 10A)-

H
|
!
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| Figura 2. Respuesta a la induccion de calio a partir de |
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Se pudo comprobar que el genotipo "Virginia" no responde al
cultive de anteras, el genotipo “Precozicta” tiene una respuegsta
intermedia en cuanto a la formacidn y regeneracién de plantas, y que
el genotipo "CT-B241" +tiene muy buena respuesta al cultivo de
anteras.

Montepeque et al ( 20 ) reporta para la variédad Precozipta un
porcentaje de induccidn de callos de 1.88% y para la variedad
Virginia 0.46% de formacion de.callos. Molina (. 18 ) reporta para la
variedad Precozicta 2-80% de formacidn de callos.

En un estudio realizado por Macz ( 18 ) reporta para la variedad
Precozicta 1.684% de induccién de callos y 0% de formacién de callos
rara la variedad Virginia.

Efectuando wuna comparacidén de los resultados promedios obtenidos
en la presente investigacidén con los reportados por Montepeque,
Molina vy Macz en lo relaéionado a la induccion de callos para los
genotipos Precozicta v Virginia fueron de B8.67% v 1.75%
respectivamente. Estos datog son relativamente mayores a los

reportados por los diferentes investigadores en este campo de estudio

de mejoramiento genético de plantas.

8.1.4-. Interaccidén de la localidad de siembra de plantas
donantes de anteras con los genotipo de arroz.
| Las plantas donantes de anteras cultivadas en la.localidad de
Cristina, Izabal presentan las condiciones ambientales mds favorables
para el desarrolle y crecimiento de estas, lo cual se manifiesta en

su regpuesta al cultiveo de anteras.
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En dicha localidad el genotipo "CT-6241" fue el gue tuvo la
mavor cantidad de formacidén de callos a partir de anbteras con 58.7T8%
de induccidn seguido del genotipo "Precozickta" con 12.35% de
induccidén de callos.

La segunda localidad que podria utilizarse para gue se cultiven
las plantas donantes de anteras para la induccidn de callos seria la
localidad de Cuyuta, Escuintla, ¥ en 1ultimo lugar las plantas
cultivadas bajo condiciones de invernadero en la ciudad de Guatemala.
En ambas localidades los genotipos CT-8241 vy Precozicta respondieron

finicamente a la induccidn de callos a partir de anteras.

B8.2. REGENERACION DE PLANTAS A PARTIR DE CALLOS:

8.2.1.Respuesta de los genotipos a la regeneracidn de plantas
" verdes en funcién de la localidad:

En los callos de-las anteras de las plantas donantes cultivadas
en la localidad de Guatemala obtuvo la mayor cantidad de regeneracidn
de plantas verdes (B83.05%), siguiéndole las cultivadas en la
localidad de Cristina, Izabal con 39.17% de regeneracidn de plantas.

En las cultivadas en la localidad de Guatemala el genotipo de
arroz "CT-6241" obtuvo un 34.95% de regeneracion de plantas, seguido
per el genotipo "Precozicta" con un 28.10% de regeneracidn.

Los resultados obtenidos de regeneraciéon de plantas de los
diferentes genotipos de arroz en las distintas localidades se

muestran en el cuadro 3.
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Cuadro 3. Respuesta a la regeneracion de plantas por genotipo y

localidad.
No. No. % No. Eficiencisa
Localidad Genotipo C.T. C.P.V. REG. P.V.R. P.V.R.
Precozicta 121 34 28.10 38 0.70
Guatemala CT-6241 1080 381 34.95 496 6.61
Virginia 0 8] 0.00 0 0.00
~ Precozicta 418 63  15.25 120 1.95 =
Escuintla CT-8241 393 34 8.85 40 0.66 RN st
Virginia 0 0 0.00 0 0.00 . .|
Precozicta 300 46 15.33 82 1.36 o
{zabal CT-6241 589 120 20.03 193 3.22 i é o
| .~ Virginia = 315 12 3.8t 15.  0.25 MeoE
~ S IR
Reféreﬁqigf; ' B e

Nimero de callos trasladados . :
Nimero. de callos con plantas verdes : o
Porcentaae de regeneracién. P o
Numero de plantas verdes regeneradas

P ntas verdeg regeneradas :

T - : 3 H
;‘ e . L

(I T T

r-*f

P

) En los callos de las”anteras de las plantas donantes cultlvadasﬁ

'1' f—u'-. B

en’ la localldad de Esculntla el genotlpo de arroz que tuvo elu

mayor porcentaae de_%éégﬁefa01on de p}qn@as fue Precozicqu:con~ un
15.2b6% de regeneracién..dé.plantas vefdés ¥ el genotipo "CT;BZQ;TzCOH
unlcamente 8 65? de regeneraczon de plantas verdes. ' ci

En los callos- 'de las:anteras de las plantas donantes cultivadas
en la Localldaqifdeﬁ Q§}éEé%§¥d;;aP§1‘%lgghltres genotipos de arroz
regensrarorn pléntaa verdes a partir de callos, observando gue el
genotipo "CT-6241" presentd un 20.03% de regeneracidn de plantas,
geguido del genotipo ”Pfecazicta” con un 15.33% ¥ por d1ltimo el
gendtipo Virginia con dnicamente un 3.81% de regeneracion de plantas.

En 1la figura 3 =se puede apreciar el comportamiento de

regeneracion de plantas verdes a partir de callos de los genotipos

de arroz en las diferentes localidades.
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de plantas cultivadas en tres localidades. 1995
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B.2.2. Respuesta de los Genotipos a la Regeneracion de Plantas

Verdes:

El genotipo de arroz que obtuvo los mejores resultados en cuanto

a regeneracién de plantas fue el genotipo "CT-6241", seguido del
genotipo "Precozicta' . El porcentaje de regeneracién de rlantas
verdes para el genotipo " CT-6241 " estuvo comprendido dentrb del

rango de 8.65% a 34.95%, obteniéndose el mayor valor de regeneracion
de las anteras que formaron callos provenientes de la localidad de
Guatemala (34.95%) y el menor porcentaje de regeneracion en callos
provenientes de la localidad de Cuyuta, Escuintla.

Referente al genotipo ”Precozicta“,.la regeneracion de plantas
fue mayor en callos de anteras de plantas donantes cultivadas en la
localidad de Guatemala, seguido por las cultivadas en la localidad de
Cristina, Izabal; y en dltimo lugar las cultivadas en la localidad de
Cuyuta, Escuintla.

Se pudo observar que del 5.25% de callos formados para el
genotipo "Virginia" un 3.81% regensrd plantas verdes en la tnica
localidad en la cual respondidé al cultivo in vitro.

Montepeque et al ( 20 ) reporta prara la variedad Precozicta un
porcentaje de regeneracién de plantas verdes formadas a partir de
callos de 30.40% v para la variedad Virginia 25% de formacién de
rlantas verdes.

Molina ( 18 ) reporta para la variedad Precozicta 3.19% de
regeneracion de plantas verdes. Macz ( 18 ) reporta para la variedad
Precozicta 10.81% de regeneracién de plantas verdes.

En la figura 4 se puede apreciar la tendencia de regeneracion de
plantas verdes para cada genotipo de arroz en las diferentes

condiciones ambientales.

i | ST
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| Figura 4. Regeneracion de Plantas Verdes derivadas de callos

de anteras de plantas de tres genotipos de arroz |

| cultivadas en tres iocalidades. 1995 |




47

Los resultados promedios obtenidos en la presente investigacidn
en lo relacionado a la regeneracidén de plantas verdes a partir de
callos se obtuvieron los valores promedio de 19.56% de regeneracidn
de plantas para la variedad Precozicta, y 1.27% de regeneracidén para
la wvariedad Virginia, con esto  podemos observar gque se obtuvo un
resultado intermedio a los reportados con los estudios antes citados.

8.2.3.Interaccion de la localidad de siembra de plantas donantes
de anteras con los genotipo de arroz.

Los callos provenientes de anteras cultivados en la localidad de
Guatemala, bajo condiciones de invernadero fueron los que obtuvieron
los mejores resultados en lo que se refiere a la regeneraeién.rﬁe
plantas verdes. Aungue es de hacer notar gue an dicha localidad:se
obtuvo el menor porcentaje de induccidn de callos, pero es fla
localidad méé eficiente en regeneracién de plantas,; que es lo que se

pretende en el cultivo de anteras.

8.3. EFICIENCIA DE REGENERACION DE PLANTAS VERDES:

8.3.1. Localidades: '

En cuanto al porcentaje de Produccién de plantas verdés los
cailos de anteras provenientes de plantas cultivadas en invernadero
en la localidad de Guatemala fue la que obtuvo el wvalor mds alto
(7.31%), seguido por las plantas cultivadas en la localidad de
Cristina, Izabal con 4.83% de eficiencia de regeneracion de plantas
verdes, y las plantas cultivadas en la localidad de Cuyuta, Escuintla
con 2.81% de eficiencia de produccién de plantas verdes.

En la figura 5 se puede apreciar la eficiencia de regeneracién
de plantas verdes por localidades, para cada uno de los genotipos de

arrez.
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8.3.2. Genoﬁipos:

El genotipo "CT-6241" tuvo la mas alta eficiencia de
regeneracion de plantas verdes (10.48%) siguiéndole los genotipos
Precozicta vy .Virginia con 4.01% v 0.25% | de eficiencia
respectivamente.

La eficiencia de regeneracidn de plantas verdes para el genotipo
CT-8241 fue mayor solamente en dos localidades bajo estudio (Izabal y
Guatemala), mientras en la localidad de Escuintla su eficiencia fue
menor.

Con respecto al genotipo Precozicta, 1la eficiencia de
regeneracion fue superior en la 1localidad de Cuyuta, Escuintla,
seguido de las plantas verdes regeneradas a partir de callos
rrovenientes de la ldcalidad de los Amates, Izabal.

El genotipo "Virginia" obtuvo 0.25% .de eficiencia de
regeneracidon de plantas vérdes, inicamente de los callos provenientes
de anteras cultivadas en la localidad de Los Amates, Izabal.

La frecuencia promedioc de inducéién de plantas para el genotipo
Precozicta fue de 0.75%, para el genotipo CT-8241 3.50% Yy para
Vifginia 0.08% de eficiencia de regeneracidén de plantas verdes.

En la figura 6 se puede apreciar la eficiencia de regeneracidén

de plantas verdes para cada genotipo de arroz.
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9. CONCLUSIONES
El genotipo de arroz " CT-86241 " es superior en la respuesta a

la induccidn de callés que los genotipos Precozicta y Virginia.

Las condiciones ambientales en las cuales se cultivan las
plantas donantes influyen sobre la respuesta de las anteras al

cultivo in vitro.

En las plantas cultivadas en la localidad de Guatemala bajo
condiciones de invernadero se tienen condiciones favorables para el
cultivo de plantas donantes de anteras de arroz con alta eficiencia

en la regeneracién de plantas verdes.

I . b —o — D r——— YN p—— Y - Tmn
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10. RECOMENDACIONES
Sg recomienda utilizar los genotipos CT-6241 v Precozicta para
proseguir con estudios en la induccién de callo y regeneracidn de

plantas ya gue su respuesta al cultivo in vitro es aceptable.

Se recomienda proseguir estudios bajo condiciones da
invernadero en la localidad de Guatemala en la induccién de callo y
regeneracion de plantas verdes con los genotipos CT-6241 ¥

Precozicta.

Se recomienda evaluar condiciones de medioc de cultivo ¥
tratamiento a Jlas anteras y callos derivados de ellas, para inducir
regeneraciéon de plantas verdes de plantas donanﬁes cultivadas en la
localidad de Los Amates, Izabal para aprovechar 1la alta frecuencia de
induccién de callos que fue manifestada en las anteras derivadas de

las plantas cultivadas en esa localidad.
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Cuadro 4A. Formulacidén del medio de induccidn de callos y el

medio de regeneracién de plantas.

NL MS
COMPUESTO (mg/1t) (mg/1%t)
NH4aNO= -~ e 1850.00
(NH4)2504 321.50
KNOz 3134.00 1800.00
KH2PO4 540.00 170.00
Mg804.7H=20 185.00 370.00
CaCLz.2H=0 150.00 440_.00
H=BO= 6.00 6.20
MnS04 . 4H=0 22.30 22.30
ZnS04 . TH=20 10.00 8.60
NazMo0Qa.2Hz0 0.25 0.25
CoCLz. 6H20 0.025 0.025
CuS04.5H=0 0.025 0.025
KI 0.83 1.00
NazEDTA 37.30 37.30
Fe804.7H20 27.80 27 .80
Tiamina-HCL - 2.50 0.10
Acido nicotinico 2.50 0.50
Piridoxina-HCL 2.50 0.50
Glicina 2.50 2.00
2,4-D 2.00 e
Picloramo .07 e
Kinetina 0.50 400
AgNO= .00 e
Maltosa (gr/lt) 506.00
M-inositel = el 100.00
AnA 1.00
Sucrosa (gr/1t) 00 e 30.00

————— 3.00

Phytagel (gr/lt)

w
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CUADRO BA. Resultados del porcentaje de induccidén v formacidn de

callos por variedad de arroz y localidad.

i REPETICIONES

r ]'
Localidad Genotipo I IT | Irr Iv Y

1 1 6.93 4.80 2.53 7.87 4.13
' 2 1 12.93 12.83 21.60 16.867 18.40
1 3 1 21.07 18.60 20.00 24.00 | 14.13

1 2 0.00 0.00 | 0.00 0.00 .00
I 2 2 0.00 0.00 Q.00 0.00 Q.00
I 3 2 30.93 | 19.20 | 0.00 | 0.00 | 0.00

1 3 41.33 32.00 56_00 34.00 4.80

2 3 40.13 29.73 22.53 26.83 | 31.73
" 3 3 BO.27 98.00 96.27 59.73 6.00
Referencias:

Localidad 1: Guatemala.
Localidad 2: ICTA Cuyuta, Escuintla.
Localidad 3: ICTA Los Amates, Izabal.
Genotipvo 1: Precozicta.
Genotipo 2: Virginia.
Genotipo 3: CT-8241.
Resultado del porcentaje de induccién y formacidn de

CUADROC 6A.

callos por variedad de arroz y localidad con datos
transformados con arcotangente de " x .

REPETICICNES

1

1 14.75 12.36 | 8.04 15.867 11.48

19.78 | 19.49 [24.93 22.21 23.22

24.68 23.88 124.08 26.10 20.60

18.54 18.54 |18.54 18.54 18.54

18.54 18.54 |18.54 18.54 | 18.54

29.08 23.66 118.54 | 18.54 | 18.54

32.74 23.50 136.81 30,25 33.19

32.35 28.80 {25.39 | 27.43 29 .38

W gbs I [ [N = [ |

| l LOCALIDAD| GENOTIPO| I 11 I1I IV v

W o Wi I N = e

41.86 44.71 la4.46 | 24.96 44.41
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CUADRO 7A. Andlisis de Varianza para el porcentaje de callos
para tres genotipos de arroz cultivados en tres
diferentes localidades.

F.V. G.L. S.C. C_M. Fe. Pr > F
Tratamientos 8 3451.08 431.39 70.60 2.22 %
Variedades 2 2413 .64 1206.82 197.51 3.27 %
Localidades 2 623.31 311.65 51.00 3.27 *
Variedadx 4 414.13 103.563 16.94 2.64 %
Localidad
Error 36 219.79 6.11
Total 44 . 3870.87

rz = 0.9401 C.V.= 9.99%

* Existen diferencias significativas.

CUADRO BA. Prueba de Tukey para los datos transformados dél
: porcentaje de formacién de callos para tres genotipos

. de Arroz.
GENOTIPO ‘ MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
CT-6241 '. 35.07 A
| .PPEGOZiCta ‘ 19.58 Bx
“ Virginia - 19.48 Bx

* Tratamientos con la misma letra son estadisticamente

iguales.

CUADRO 9A. Resultados de la Prueba de Tukey efectuado para las

modalidades del
de callos.

factor localidades, para la induccién

LOCALIDAD : MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY

Los Amates,lzabal 24.87 A

Cuyuta,Escuintla ' 23.03 - B
Guatemala 21.23 B

* Tratamientos con la misma letra son estadisticamente

iguales.
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CUADRO 10A. Resultados de la Prueba de Tukey efertuado para la
interaccidn de las modalidades del factor
localidades y las modalidades del factor variedades
de arroz.

VARIEDAD x LOCALIDAD | - MEDIA AGRUPAMIENTO TUKEY
OT-6241 x Amates 44.08 A
CT-6241 x Guatemala 32.49 Bx
CTr-6241 x Cuyuta 28.83 Bk

* Tratamientos con la migma letra son estadisticamente
iguales.
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