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. INTROBUCCICHN

La rapida tasa de incremento de la poblacien en =1 mundo
gst& imppniendo una presidn constante al secior agricola
orientado & producir suficiente alimento, tantes en calidad
comer en cantidad. Se ha fratado de seolucionar este problema
desde dos puntos puntos  de  wista, incrementando la
productividad en las tierras arables disponibles vy utilizsndo
tierras indtiles, es decir tigrras que s2 encuenkran expuestas
a condiciones subdptimas para 2l crecimiento de los cultivos
coma la salinidad, la sequia ¥y ohtros Tachores de estrés. El
incremento =significativo en rendimientos por drea ha llegado
a un nivel muy difigcil de superar debido a que la brecha entre
los rendimientos actuales ¥ 2] pohencisl de las variedades se
& acortado, por esto, se podria ganar mas terreno s se
dedicaran los esfuerzos a ukilizar tierras no arables.

La necesidad, entonces, de mejorar clertos genotipos v de
crear Qirgs Que se adapten a las diferentes condiciones de
cultive ¥ en el wmenor tiempo posikle, bha hecho de 1a
Bictecnologia una herramienta importante en 21 mejoramiento de
las especies (Khush y Virmani, 19853 citedeos por Zapats vy
Torrizo, 1988).

Las técnicas de culiivo de Lejidos se empezaron a WUsac

hace aproximadamente 30 afigs 2o las investigaciones sobre
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fisioclogia vy genética wegstal. Estas técnicas consisten,
basicamente, en cultivar, en medios nutritivos adecuados v en
forma aséptiga, dpices de raiz y tallo, primordios de hoje,
primordipns p partes inmaduras de flores, frulos inmadures,
drganes aislados, embriones, segmentos de drganos de tallo vy
de hojias ¥ algunas veces, ovarins, ovules, anteras ¥ polen o
ceelulas aisladas.

El desarrollo de las tecnicas de cultivo de tejidos de

plantas ofrece la posibilidad de intreoducir variabilidad que
podria ser utilizada para 21 mejoramiento de los cultivoas. Uns
de estas tecnicas ew la produccion de haploides por mediog del
culiiva de anteras, gue con su gonstitucicdn genética vnica,
tienen potencial para acelerar la& produccién de §nuevss
variedades homoclgotas o lineas iscgenicas y linmeas puras en
un solo paso. Este procedimiento, realizade en el campo,
tomaris de cinco & seis ciclos de avtofecundacion. En e] casoc
de las pIéntaﬁ dicicas b a an aquellas qUe s0N
avtoincompatibles, es practicamente imposible la obtencidn de
lineas puras por las técnicas tradicionsles (Snape, 19893
Cechoa, 1990). Ademas, ert @l mejor de los casos, las linesas
puras obtenidas en el campo no son homecigotas més alla de un
g2 a2 un 99X, mientras que las producidas en laboratorio, va
sea cultivando anteras o migrosporas, son 100% honocigotas
fpor duplicacidn cromosdmica gon ‘calchicins v oirg
mutaganicol.

La principal ventaja de la produccidn de haploides para



3

luegn diploidizarlios, es la pogibilidad de corear lineas
homocigotas & partir de padres hetercgigotos, en una scla
generacidrn, Y, =i 1los padres son homoecigotos, s&  pueden
ingrementar los rendimieniocs o mejorar sus Caracteristicas.
Entonces, en primer término, podemos shorrar tiempo  al
selecoionar material liste para la comercializacion v, en
segundo, se pusde Incrementar la eficiencia de seleccidn
gracias a un incremento en la varizcidn genética aditiva, por
razon de una susencia de dominancla y segregacicon dentro de la
misma familia v & un decremento del efecto del ambiente sobre
el genctipo a lo largo de las generaclones subsiguientes
{Snape, 1989).

La importancia de Iss haploides en leos campos de la
genética y €] mejoramiento de las plantas se ha tomado en
cuenta desde hace mutche tiempo; sin embargo, su wtilizacidn se
ha mantenido restringida debido a la bajas frecuencis con que
gourren 2n la naturaleza (0,001% & 0,014} & traves de
partenagénesis. Raramente, tambieén, se& reproducen los
caracteres de la linea parental masculina sugiriéendose con
esto unr origen & traves de  "androgenesis del  ovulo®
{desarrplls del! smbridn dentrp del dvulo por la actividad
indiwvidual del nideclee masculino) {Bhojwani y Razdan, 1283).

Los gametos, & pesar de ser células haploides, pueden
dividirse v organizarge para Tormar organcos v plantas
gpmpletas  guando  se les gultivae en medipgs sinteticos

apropiados. Las plantas regeneradas =]y generalments
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lhaploides, peroc sg pusden diploidizsar para obtensr plantas
Fromocigotas.

lLas esporas haploides ya sean masculinas (microspora)l o
femeninas {(megaspora) se pusden inducir a un crecimisnte
preferencial Si se ajustan apropisdamente las condigiones de
cultivo. Las plantas regeneradas de estas pélulas llevan sdlo
un Juego cCcromosomico, es decir, =se produce un individuo
haploide. Este complemento debe ser duplicado para producir
una planta Tertil presumiéndose, por lo tanto, gue sea
homocigota v mejeorada {Chu,198Z; Hermsen vy FRamanna, 1%981l;
MNitrsche v Wenzel, 1577; Snape, 198¢; citados por Dunwell,
198&}.

Hascta 1%&& la produccidn artificial de haploides ers
lograda por medioc de hibridacidn distante, polinizacidn
retardada, aplicacion de polen irradisdo, tratamiento con
hormonas o por chogues de temsperalturz, perc ninguno de sstos
métodos es muy eficar ¥y seguro. Con las tegnicas de cultivo de
tejidos se han soiventade muchos problemas ¥y la producecidn de
haploides de arroz, v luego plantas diploides homocigotas, ha
avanzado drasticamente en los dltimos sfos. Sin embargo, la
aplicacidn potencial de &#stas, ha side obstaculizada por la
dificultad de inducir morfogenesis, yva sea dire:tamentg del
cultivo de microsporas o, indirectamente, de callo derivado de
microsporas.

Er general, los cersale=s se caracteriran por una baja

eficiencia en cuanto a la produccign de callo v a la
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regeneracidn de2 plantas vardes a partir de microsporas. El
arroz 2% un buen ejemplo e este fendmeno ¥ en la literatura
sa citan oumerosos ejemplos, aunygue, s2gun ctros
investigadores se han obtenido resultados promisorios. Hay
warios factores que afectarn &)l cupltivo de anteras ¥ enbtre
gllos podemps mencionar el estado de desarrnllo de los grancs
de polen, los tratamientos fTisicos, el medic de cultivo v el
estado fisioldégico de las plantas donadaras.,

A pesar de estas dificultades, los cientificos chinos han
tenideo éxitoy en la generacidn de nuevas variedades pbtenidas
de palen de plantas Fl, obtenidas, a =su vez, de &£ruces
sexusles entre las subeespecies japdnica # indica (Hu, 1%978;:
citado por Zapata €t al, 1983).

Lops meéktpdos de cgultivo de tejldos usados en el
International Rice Heﬁearch Institute {(IRRI) incluyen cultivos
de anteras, de polen ajslado, de ceélulas sométicas vy de
protoplastos ¥y en un futuro cercanco sg ingluiran técnicas de
fusidn de protoplastos y de transferencia de ADN. Estos
mé&todoa se utilizan va que =on aplicables an el mejoramiento
de variedades adaptsdsas a gondicicnes adversas, a hravés de:s
(1) fijacldn innediata de homocigogidad pare la produccidn de
lineas estables més rapidamente, (2) genfracidn de variantes
comatoglonales o gametpelionales, (%) hibridacidn zsomdtica v
(4} técnicas de transterencia de genes.

El abjetivo del IRRI ew identificar variedadaes de arrox

en las que se puedan cultivar sus anteras (capagidad
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individual para regenerar calloc v plantas).

El! presente trabajo, de cardcter pioneroc en }la Escusla
Agricola Panamericana (EAF), tuvo como obietivo determinar una
meiodelegia gue nos permita abtensr plantas haploides de arroz
para  futuras evaluwaciones, luego de diplpidizarlas, como

variedades o comb linesas puras, en la produccidn de Ribridos.

Pif gy
ELL e,
EECUCLA pon OO Papy,
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I11. REVIZIOW DE LITERATURA

El principal objetivo del cultivo de anteras == la
produccicn de plantas haploides a partir del gametofito
masculino o microspora, ¥ su principal ventaja radica en que
es el método mas rapido de llevar lineas heterocigotas & la
homocigoeidad Incremenitando la sficiencia de selecgion v
permitiendo una expresidon temprana de genes recesivos.

Las técnicas del cultiwve de anteras se han utilizade =n
investigacinnes basicas == T probar proporciones de
segregaecidn de genss ¥y en investigecicnes aplicadas pora
desarrocllar nuevas varisdades.

Los primeros cultivos exitasas de microsporas los realizh
Tulecke en la década de lo=s afos 50 { Sunderland ¥y Dunwell,
1977). Usando granos de polen de cisrias gismnospermas,
demostroe que al ser gultivadas en metdios spropiados, se podia
cambiar su desarrcllo normal hacia la formacicn de callos v se
dio el nombre de Ycultive de polen"™ a esta técnica. 5in
embargo, no todos los granos respondian de l1s misma meanera.
Mientras gite la mayoria continuaba su desarrolle normal v
daban origen a tubos polinicos v espermsas, obtros mostraban un
comportanients difersnte. Postericores intenteos de Tulecke vy

sus golaboradores para estimular al polen de angiospermazs de
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manera similar, oo tuviergn #xito, pues los grancs de polen al
desarrellarse siempre deban origen a tubos polinicos.
En 1744 Guha y Mabeshwari descubrieron gue 21 polen de

Datura innowxia, podia ser inducido a producir crecimiento

activo cuando se 1o cultivaba =in ser removide de la anters,
vy, &n 1947 Bourgin ¥ Nitsch {(citados por Navarro y Versa, 1988)
informarconr asimismo, lz produccitn de haploides de Micotiana

tabacum v M. sylvestris.

Desde entonces s ha aplicado la técnica cgon éxito en mas
de 200 especies vegetales (Oghoa., 19903).

El cultive de anteras fue un descubrimiento de suma
impartancia debido a8 gue se determind que el polen podisz ser
inducidg & tener un crecimiento ¥y un desarrollo organizado v
que ademas conducia 3 la produccidn de plantas haploides {Guha
¥y Maheshuwari, 1%473; citados por Sunderland v Dunwell, 1977).

Eada plants ers producids a partir de un grano de polen.
Desde entonces, cultivando polen dentro de sus anteras, ¥ en
pocos casos removiéndplas de #etas, otras angiocspermas han
podido ser regeneradas a partir del cultivo de su polen va sea
directamente via embripgénesis o indirectamente via callg.

Las plantas haploides obtenidas por medioc del cultivo de
anfteras s diwviden en dos grupos; agquellas gue se forman
directamente del polen a bravés de un desarrollo embricgénico
verdaderoc v las que se regeneran a partir de callo. En este
cispo se reducen las posiblilidades para la experimentacidn

debidoe a los cambios resaltantes en e£1 comportamiento
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cremosémico durante 21 estado de callo (Nitsch v HNorreel,
1973).

Aungue la efivciencia de la produccidn de calloc a partir
de anteras de arroz se estd incrementando, la eficiencia fotal
e abn bsja [ ntimero de callos/numerc de granos de polend}
considerando que uwna antera htiene cerca de mil granos de
polen. Por esta razin eg precisc revisar los Tactores que
influyen en una mayor o menor respuesta de las anteras,; los

graﬁﬂﬁ de polen v los callos producidos.

f. Estado de desarrelle del polen

£l estado de dessrrollo del polen en el momento de
cultivar las anteras es critico para la Indugcidn de la
androgénesis.

Sin duda, ia clave para el rapido desarreollo del cul tivo
de anteras fTue descubrir gque 1 polen de las angibspermag
podia ser indutido a seguir vnpa via diferente que la de
generar tubos polipicos, si se la cultivaba en un estado de
desarrollo especifico. Este pericdo pritice empieza al final
tde la fase meidtica con la Tormacion de las tetraspaoras v
termina antes de lg deposicidn de almiddn 2n la fase temprana
gametofitica. Sunderland en 1974, definid seis estados de

desarrollo de las anteras (Sunderland v Dunwell, 1977):

Estade 1. Anteras que contienen tetrasporas o ssporas recién

salidas de la c&lula madre. Las esporas estan en la fase BGiA
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del giclo celular v #l nivel del ADN nuclear es 100,

Estade 2. Anteras que contienen ecporas vacuoladas vy en las
gue el nuiclec estd carca a4 la pared de la gspora, todavia en
1a fase Gl.

Estadg 3. &nteras gque contisnen esporas en el proceso de, o
después de la duplicacidn del ADN [(fase S o G2). Se distingue
del estade 2 por el diferente tamafo de los niicleos.

Estado 4. Anteras gue contienen polen en su primera mitosis,
Estado 5. Anterss que gontienen granos de polen jovenes y en
el Que las dos celulas gametofiticas estan separadas por una
pared curva.

Egtado 6. Anteras que contienen ygranos de polen en los que se
ha reabsarbido la vacuonla v la célula yvegetativa ge llena de

cltoplasma.

En el arroz, la maxima respuesta se obtiene en sl estado
3 (Wang, Sun y Chu, 1974; Citadps por Sunderland y Dunwell,
1977 .

El estado de las anteras se determina removiendo una de
ellas del hetdn floral v tiRendola con acetocarmin., A partir
de esto se puede determinar el estadp de las demas anteras;
sin embargo, esto no se aplica cuando las especies tienen un
nimero indeterminade de anteras coma en =l caso de los génerog

agonisa sp. ¥y Anemone sp., donde pueden existir botones
floerales con 100 & 200 anteras. Oirc tasc excepcional es

Digitalis purpurea que tiene dos anteras, pero una madura
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primerp que la otra (Sunderland v Bunwell, 1977]).

Con respectc al trabsjo de Niizeki ¥ Oono (1968), las
plantas haploides Tfueron producidas a particr tde tejido
haploide de callo gue a su vez proliferd de granos de polen.
Para establecer el sstado de desarrollo del polen mas propicio
para desarrollar callo, cultivaron varias snteras conteniendo
cada estado de desarrollo poalinico, desde arquésporas hasta
granas de polen maduros.

Minguna de las anteras qQue contenian granps de polen
antes del estadn de tétrada o despuds gel estado binugleado
produjeron tejido callosa. Este se obtuvo 5§ln de granosg dE.
polen en estado wninucleado. Chepy (1977) ¥ Sun (1978}
(citados por Zapata gf 8l., 1991) confirmaron gue suando lasg
antaras estadn en estado kinucleadeo ne producen tallo o lo
hacen cpo poca frecuencia ¥y, gue ademas, en esste casg, la
mayoria de plantas regensgradas son albinas. Sin embaroo Mercy
y Zapata (19Bd) pudierpn inducir anteras gue contenian polen
gy estado binucleado temprano vy tardio, a regenerar allo
aungue reconocieron due 2l porcentaje fue menor que cuandg se
utilizaban anteras ton polen en estade uninucleado medio =
tardis. Estos resultados concu#rdan con los de obros sutores,
quienes cbsarvan gue existe una mayor produccidn de calle vy
regeneracion de plantas verdes, cuando ae cultivan anteras en
la etapa uninuclesda tardia.

S5irr embarqo, determinar el correcte estado de desarrnlleo

del polen de las apteras es giticil, pues inglusc dentro de
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una misma Tlorecilla se pueden encontrar granos de polen en
diferente entado de desarrcllo, inclusc tan alejados comn en
estados temprano uninucleadn a tardio binuclmado {(Mercy vy
Zapata, 198&). E! astado de desarrocllec nuclear puede ser
aprowimade hasts cierto grado, por algunas carachteristicas
externas de la espiguilla, como la distancia entre la auricula
de 1a hoja bandera ¥ la auricula de la hoja siguiente (Jono,
19737 citado poer Sunderland v Dunwell, 1977 Mercy v Zapats,
1984). Mercy ¥y Zapata [1986), determinaron que no sSe puede
correlacionar la distancia enbtre auriculas con el estado de
desarrcllc dal polen ni gon la efigiepeia de produccidn de
cailo aungue sacontraron que distancias entre 7 ¥y 8 cm entre
auriculas produferon mas callo en las variedades Taipei 309 vy
Wualu, respgctivamente.

Ochoa (1990) determing que anteras mds viejas sufren un
decramento en la produccion de callo vy gue al regenerarse am
presentan mas anormalidades. Por otra parte, el estado de
desarrollo del! polen puede aftectar la ploidia de las plantas

regeneratas, adn cusndo estas sean verdas.

B. Factorgs ambientales
Adn cuando el estado de desarrollo del polen sea el
adecuado, 1a respiesta de las anteras se pusde ver afectada
por otras variables, ¥ una de las mas importantes es el esiado

tisiclogico de la plania donadora: las condiciones bajo las
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cuales crece tienen un profundo efecto en 2] nuimero de anteras
que respenden con 1sx formacidn de callp © plantulas al ser
cultivadas., Segun Dunwell {(1R74), guien trabajo con Nicatiana
tabacum (tabace) y Bernard {(1977) trabpajando con triticale
{citsdos por Collins vy Genovesi, 1982), el totopericdo, la
alta intensidad luminica ¥ la temperaturs, son factores gue
intluyen en el numero de plantulas producidas por antere. En
muthas ocasiones se considers que el material vegetal gue
proviene de] cempo £5 mas vigoroso y da mejores resultadoa gque
el de plantas suliivadas en camaras de cretimiento, emparo la
variacidn de iuz, temperstura y humedad durante el cultivo,
dificultan la reproducibilidad de los resultados in witro
(Ochoa, 1990).

Otras condiciones que parecen afectar eska respuesta, son
el estade nutricional (Haberle~Bors, 1779: citados por Collins
y DBenovesi, 1982) ¥ la edad de la plants (Sunderland vy
Bunwell, 1%77). Estas variables pueden expligar, en parte, las
difterencias estacionales observadas en laa respuestas del
polen ¥ de anteras {Bernard, 1977; Durr v Fleck, 1980; citados
por Collins vy Genovesi, 1982).

Se ha propussto una teoria para explicer cémo cisrtos
fantores ambientales influyven en la formacion de una poblacidn
dimdrfica de granos de polen pequefos y normales durante la
floracidn temprana; es5tos granos de polen pegquefics darian
origen a Jla fTraccion embriogénica. Sin embarge edisten

tontroversias en este puntd, pues otros auteres, come Dunwell
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{1984&), piensan gue 1os granocs de polen tan peguanos, 0O
tienen la capagidad de producir plantas haploides via

embricgénesis,

C. Pratratami & a la planta ante

Otra ayuda para incrementar el potenclal embriogénico de
lag anteras ¥y del polen es scmeter a la planta donante o los
botones florales a tratamientos fisicps D quimircps antes de
ser removidosg.

Sunderland {1978} {citadpo por Collins vy Genovesi, 19682,
hallé un incremento de la reapuesta del polen cuando sometisd
& las plantas maduras a bajas concentraciones de nitrageno.

Hay también cierta evidencia de nue manteniendo los
talleos con flores en  sclucicnes nuairitivas, se puede
ingrementar la respuesta de las anteras (Sunderland ¥ Dunwell,
19777 .

La utilizagicon de tratamientos con chogues de frio a las
anteras de arroz, ha cpntribuido a inerementar la seficiencia
en ] ndmerc de anteras gue prodgucen callo ¥y luego se
diferencian &n plantas verdes. Temperaturas de BT por ocho
dias ha Incrementado 1a produccidn de callo de las anteras
{Zapata ef gl., 1991). Tratande las anteras por 14 dias
obtuvierocn de Igual manera una alta eticiencia, perc en este
rasn s incrementd tambiéen el ndmero de plantas albinas gue
regeneraren. También ae ha estudiado =l etectt de someter a

las panigitlas a enfriamiento antes del cultive de las antmras,
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informandose e resul tados de mé&x ima induccidan con
temperaturas de 13°C durante 10 a 14 dias.

Sunderland v DPunmwell (1977) sugieren someter a los
botones florales & temnperaturas de 4°C a 5°C v, en algunos
casos, en condiciones de oscuridad. En genersl la duracidn de
estos periodos de fric se estimsn de fres a cuatro dias
dependignds de las especies. El aumentoc en la preoduccion de
callos mediants 21 tratamiento con frio, también ha sido
demosirado por obtros investigadores [Chalefd gf al., 1975;
Genovesi et al., 1279; y Chaleff gt 3l., 1%¥8Bi; citados por

Zapata &t al., 19%71). Probablemente, =} frioc reirsss ls
senescencia de los tejidos scomaticos de las anteras, lo gue da
como resultado un mayor porcentaie de granos viables de polen
y desencadena la produccion de proembriones.

En otros estudios se clita gQue una alternancia de
temperaturas puede ser beneficiosa. Zapata vy Torriga (198483,
probaron gue sometiendo a las paniculas a tratamigntos de 35°C
por 15 minutos seguidos por ftratamientos de frioc por siete
diags & 10°C s& incrementaba la eficiencia de produccidn de
callo. E£1 chogue de Trig promueve la sipgronizacicon v la
viabilidad de los granos de pclen.y pugde achkivar algunas
enzimas necesarias para la produccicdn de callo, al igual que
21 tratamiento con calor, el cual, ademas, induce a los granos
de polen a un desarrollo vegetativo (calloc &n 2ste caso) en
lugar de su funcidn generativa normal.

Sin embargg, Nishi ¥ HMitsuocka [(194%) trabajando gon
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anteras de arrocz y Alan {1974}, trabajando con anteras de
Nicotiana sp. enconiraron que los tratamientos con chogues de
frioc no tenian ningun 2facto sobre la induccidn de las ankteras
< regeneragidon de plantas.

Zapata g; al. [(178&) determinaron gues tratamientos con
radiscidn podian ocasionar alteraciones gendticas favorables
en cuanto a la capacgidad de las anteras & regenerar plantas
verdes, cuando estas provenian de semillas tratadas con rayos
Gamma. Estudios preliminares demostraron la tendencia te log
calios de esias anteras a regenerar plantas albinas. Al
gultivar las anteras de las plantas originadas a partir de las
semillas irradiadaeas con 20 krad de ravos Bammsa, la produccidn
de callo ¥ de plantas =slbinas disminuvd, perg fue 21 Udnico
tratamiento que indujeo a los callos a roegefderar también en
plantas verdes. En oiroc esperimento de los mismas autores, sl
cultivar las anteras en medicos acondicionados con glucgsa, se
incremento la produccidn de calle con relacidgn a2 los medios
e no keniasn este azticar. Sin embargo tambiién ge incremeptd
la regeneracidn de plantas albinas ¥ no produjeron plantsas

verdes, lo gue sugiere gus hasts clertoc punto, la glucosa

inhihe &) efecto de la radiacidn.

D. Condiciones de_incubacidn

Las wariables mas consideradas son la temperatura v la
luz. A pesar de 1z pocs ¥y antagdénica informacidn respecto a

lgs puntps optimos, s considera gue temperaturas de Z25=C a
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30=C zon buenos, ¥ pericdos de iluminacidn desde 21 inicio del
cultivo de las anteras (1& br luzrs B hr oscuridad) o después
de un corte pericdo de induceion con gscuridad. Man 81 Wang v
Zapata (1987) obituvieron buenos resultados al incubar las
anteras cultivadas en la oscuridad entre 262C vy 27+<0. Aungque
otros estudios reportan condiciones de luz tenue a las mismas
temperaturas {Mercy v Zapata, 1987}, Shahjahan, Ksrim ¥ Miah
{1985), hallaron también uma diferenclia significativa entre
cultivar anteras de la variedad Pajam bajoc luz (2.2% de
produccion de callo), contra incubarlss en oscuridad (7.0% de
produccidn de callg). Estos autores aseguran que el ingubar
las anteras bajo luz o en la oscuridad, arrcis resultados
diferentes, 1o cual indiga en apoyo a otros autores, que
mediante la manipulacidn de las condicicnes de cultivo se
puedes in&rem&ntar la caparcidad para formar galle:; 21 incubar
ias anteras en la ogpscuridad, se iperementd la regeneracidn de
plantas wverdes, aungue 0 términus generales también se
incrementd la regeneracion de plantas albinas.

Dtras wariables de incubacidn que parscen afsactar la
respuesta, sSon la posicicn de las anteras =0 el medio
(Suniderland ¥ Dunwell, 19771 HMercy y Zapata, 1987), su
densidad =n los ¥frascos de cultive (Foulekier, 197417 citado
por Sunderland ¥y Dunwell; 1977) v 2l volumen atmosférico de
los frascos (Sunderland v Dunwell, 1977). De dacuerdo con 2llos
el ambiente gaseoso determina la conducts del) polen, pues al

culttivar las anteras, éste se remueve v pasa de un ambisnts
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badsicamente anaergbico a uno asrcobico, lo cual puede inducir
a un cambioco d4del desarrollo gametofitien & un desarrcllo
esporpfitice (Sunderland ¥ Donwell, 1977). Estos avtores citan
2 Wang gt al. (1974} guienes & su ver informaron gue al
incluir agido Z2-—clorpetilfosfdonico {(fuente de etileng) en
concentraciones entre B8 v 40 mg/L en £l medio de cultivo se
incrementaba (a respussta de las anteras de arroz  en
aprorismdamente tres veces,

Sin embargo, las tasas de respiraciodn v posiblemente de
la evolucidn del etileno, difisren entre especies v es
necesarioc realirar estudiss més especificos sobre sste tépico.

Con respecto & las condiciones especificas de luz v
temperatura para ingubar los callos & indurirlos a
regeneracidn, tampoce hay mayor intormacidn. Man Si Wang v
Zapata (1987 &} obtuvieron buenos resultados al incubar callos
bajo luz continus (3000 lux) ¥ a2 ftemperaturas entre 2&°C v
27=C, sin embargo, Bhahiahan, Karim v Miah (19853, lograron un
incremento de regensracidn de plantas verdes cuando los callos

se incubarorr en la oscuridad.

E. i de gultivo
La composicidn del medio de cultivo es otro factor
importante en la produccidn de callos ¥ plantas de arroz a
partir del cultive de anteras.
En qgeneral las especies vegetales wvtilizadas en los

cultives de tejidos, sSe pueden separar en aguellas gue



19

requieren un medio basal simple (MBS} gue contiene minerales,
vitaminas y aztigares y aguellas gue necesitan un medio gque
contenga un estimulic adicional, en forma doe hormonas o da
reguladores del crecimiento. Entre estas tenemos a su vegz, las
especies hormona—-independientes v hormona-dependientes. En el
primer grupo,. las hormonas necesarias deben provenir de la
pared de la antera o del propio poler, puess de acusrdo con
Ochea (1990), se presume gus la psred sinteitiza algunes
compuestos gue se liberan 2n 21 medio ¥  promueven  la
embricgenesis; por lo general a este grupo pertenecen especies
dicotileddneas. Se2 ha informado que concentraciones bajas de
auxinas, citoguininas y Acidp absrcisico pueden incrementar la
induccidn del polen a formar callo ¥ que 2ltas concentracicones
pueden inhibirle por completo.

£l grupo hormona—dependientes, pertenecen generalmente
las monpocotileddnesas v cigertas dicotileddneas come las de 1os
géneros Brassica sp. Y Hsparagus sp.. En esie caso, las
auxinas tienen un papel mads relevante mientrss qgue el de las
citoquininas ¥ otras hormonas atn no est& muy clarc. Ademas de
estos compuestos, muchas veces gl medio tiene gue ser
suplementado con otros factores de crecimiento como entracto
de levadura, agua de coco, extracto de papa, proteinas v
acidos nucleices hidrolizados vy amidas como glutamina v
asparagina, los cuales ademdas de incrementar la tasa de
crecimiento del esalle proveniente del pelen, ingrementan su

potencial regensrativo. También se conmidera el hiervo (Fe)
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como importante en los medicos de cultivo.

El desarrollo del medic NS [(Ehu 2t al., 1773; citados por
Benovesi ¥y Magill, 1982}, en el cual Ia relacidn
nitratozamonio-nitrogenc es dptima para inducir produccidn de
gallo, es de gran uwtilidad pues se ha encontrado una mavyor
respuesta de las anteras. Se ha comprobado gue el incrementar
ls cantidad de nifrafio ¢ disminuir la concentracisn de amonio
acarrea consecuenclias pesitivas (Chu et &l., 19757 (citados
por Sunderlund v Durnwell, 1777},

Anteras de tabaco y cebada prodocen mas callo si 2l medis
ha sido acondicionado. Este medio acondicionados rconsiste
basicamente en un medic EiQ, en 21 cual =e diluve otro medioc
{BS o de Gambarg); llamado medio de acondicicnamiento ¥ en el
que s& hann cultivade previamente antetras maduras {grancs de
polen con granalos de almidon). Zapata &% al., (198%)
determinaron que se incrementaba la produccidn de csllo para
la variedad Taipei 209 cuandp se usaba la proporcidn de 1:8
{medic BHimedic E1C) en 1.5 wveces mas gue ] testigo (medio
E1Q purol. Sin embargo, la proporcidn 1:2 resulid mas eficaz
2n  cuanto a porcentaje de plantas regeneradas. Nitsch v
Morresl (19731, al afadir esxtracto de anteras embricgénicas
tambien obtuvieron buenos resultados.

Un problema en el cultivo de anteras de arrcz, 2s la baja
fresuernria ron que se encuentra formacidn de callo ¥y aungue
gsia =2 puede incrementar al culiivar en medic liguido, machas

vECES SON pocas las anteras gue respendan. Zapata y Torrizo
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£1985}) concluyeron de su estudic con clerios componentes ¥y
otros aditivos organicos, que la adicidn de nitrdgenc y de
puré de bananas (por separado) reducisa el porcentaje de
anteras gue producian callo. 2in embargo la adicién de manitel
enr ury LA imgrementaba la produccitn de gallo. Esto s puede
deber a gue €1 manitol incremsnta ] potencial osmotico del
medic, que es un factor critico para la induccidn de callos.
De igual forma, al afadirsele agua de coco en un 10X 21 medio,
se chiuve un incremento en la produccidn de calle, 1o gqug S2
puede deber, en parte, a .su contenidp de mic—inositel,
reguladores de crecimiento v aminodcidos.

imang Chengmei v Zhang Zbenghua (1790) descubrieron gque

afiadiendo extracto de paste (Luffa cilindrica Roem}! en

concentraciones de entre 15% v 20% se incrementaba  1a
eficiencia en la produccidn de callo va que éste se formaba
entre los 30 v 4% dias lusgeo de #ulitivadss las anteras, en
contraste con el medic al que no se le afadia edtracto, donde
se Tformaba calle de 43 dias en adelante. Otra anctacidn
importante fue gue g£] £alls formado gon extracto de paste,
alcanzaba un Y0% de regenerscidn =n plantas verdes en arroz
tipo Jjaponica y se mejoraba notablemente en los de tipo
indica. Ademas los pesos seco ¥ fresce de calloc v plantas,
también se incrementaban.

Mafsubavashi ¥y Kuranuki {1975} {citados por Sunderland y
Dunwell, 1977) ¥ Mercy ¥ Zapata {198%4 b)), hnan determinado gue

concentraciones de sacarcsa de entre 34 y 193X 2n 21 medic de=
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cultivo, inmnducen a las anteras & producir marvor cantidad de
calle vy se pueden regenerar mayvor cantidad de plantas verdes,
aungue también =2 incrementa la frecuencia de plantas albinas.
El aztcar, de acuerdo con Sunderland ¥y Durnwell (1977}, parece
regitlar tambien el potencial osadtico del medic y permite
mavyores absorclones de auxinas.

Al omitir 21 agar en lo=s medigs de oultiva, se ha
obtenido un incrementd g2n la produccidn de plantas {(Zapata et
al., 1991;. Con las anteras de Nigotiana también se han
eneontrade diferencias en la respuestas &l medico liquido o
semisd]l ido (Wernichke ¥y Kohlenback, 19763 citados por Zapata
=2t 51., 1991, Estos investigaderes gpinsn gue se pusde lograr
una produccicon de callo mas eficiente en l1os medios liguidos
pues, aungue la produgcidn de callos 2n medios semistdlidos es
alta, =]l nimerc de granos de polen sctivados para seguir 1la
via de la androgénesis es minimo, lo que se puede deber tal
vez a la competencia entre los granos de polen (& anteras/ml).
Mediante =1 uso de un medie liquido ess posible reducir 51
minimp la competencia entre éﬁtﬁﬁ.{l anteras/sd-7 ml), v se
rermite gque el callo formado dentro de la antera se sumerja en
2] medio de cultivo. El medio liquido tiene a su vez otras
ventajas como la de permitir une dispersidn mas rapida de
cualquier compuesto nogive que produzcan los granos He polen
muertos, disminuvendo su efecto, vy la de facilitar la entrada
de lios nutrimentos.

For ptra parte, se sSsbs gQue el agar comercial poeds
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contener Contaminasntes Qque implden el desarvrollo del polen.

La adicicon de carbqnm activado, puede ser un factor clave
para intrementar 13 produccidn de calleo o plantulas, pues este
adsorberia los compuestes inhibitorios (Tanaka, 1971: Nakamura
e Itagaki, 1973F; Anagnostakis, 1774; citados por Sunderland v
PBunw=ll, 1977).

Shahiahan gt al., {17853}, nos demuestran finalmente la
importancia de la composicion del medic de cultivo, puss
detsrminarcn gue genptipos iguales respondian de diTersnte
manera en cada uno de los medios que ellos usaron.

Entre los medios para la regeneracidn de calle, =1 més
citads por la litersturs es el de Murashige vy Skoog (MS).

En un esiudic sobre regeneracion de callos, Zapata et
at., (19?1) determinarcn gue se producian mds plantas verdes
g un medis EZ4, que s un nedio de Gambaorg (1948) medificado.
Tomande =0 consideracion las observaciones de Inoue 2t al..
(1777 v de Yso st 21., {1981) (citados por Zapata =%t al.,
19%1l), la mayor eTiciencis de regeneracion de plantas de los
callos inducidos con este medio, se puede deber a ls presencia
de 2,4-D, el cual acelera la produccidn de brotes de arroz al
aumentar la sintesis de fciftoguininss. Esta condicidn puede
producir une relacidon dptima auxina-citoguinina, la cual es
mesesaris pars la induccidn de los brotes. Fodria suceder gue,
en grannos de polen selesgionados por su capacidad  para
producie calles altamente embriogeénicos, el 2.4-D

desencadenars esa produccidn. Esto apoya la observacidn de Woso
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y Bu (1973) [(citados Zapaia £f al., 1991} de tgue en el arroz,
los callos inducidos a partir de anteras gue se han cultivado
en un medic con 2,4-0D, ¥ posteriormente se han sembrade en un
medic 8in reguladores de crecimiento, tienen la gapacidad para
regener;r plantas.

También parece ser gue la parafluprofenilalanina
sdicionada al medic, puede estabilizar o seleccionar las

cédlulas haploides de los gallisos (Beheos, 1990},

F. Gengtipo de la planta donante

La apdrogéenesis ess un factor muy relacionado con 1s
constitucidn gendtics de las especies. Asi, miembros de las
familiss Solanaceae y Gramineae tienen relativa facilidad para
la regeneratidn in vitrg {Ochoa, 1990}, peroc pueden existir
diferengias i1ncluso entre wvariedades de una misma especie.
Este concepto lo defienden Zapata v Torrizo {1984}, ouienes
consideran a1 arroz tipo indica cComo una variedad
recalcitrante debido a su bajs vapacidad para producir callo
v regenerar luego en plantss verdes.

Para algunas escpecies fpomo Zes mays (maiz) (Miao et al

1978}, Hordeum vulgsre {cebadal {Wenzel st 1., 1977}, Solanum

tuberosum {papa) {Jacohsen v Sopory, 1978} (Citados por
Collins v Benovesi, 1982), el genctipo de la planta deonante e
un factor Iimportante en la respuesta de las anteras al ser
caltivadas in witro, v por lo tanto puede =er usado para

mejorar la tapacidad productera de calleo vy la capacidad de
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estos callos a regenerar =n plantas verdes.

En papa, genotipos de baja respussta se han cruzado entre
si, «on lo cual se bha incrementado significativamente la
respussta de las antéras cultivadas. Collins v Bernpovesi {17982)
zitan tambieén & Bermard [(1977) para explicar que en triticale,
l1a heterocigocidad parece importante en la respuesta de las
anteras, pues se ha pbhservado un mejor desempeno de é#stas eBn
poblaciones F2 que las de lireas F7. Haploides duplicados de
trigo pueden responder mejor gue las lineas parentales v los
hibridos F1 de estos haploides 1o hacen todavia mejor (Ficard
y DeBuyser, 1%¥77; citados por Collins v GBenovesi, 1982%).
Cultivares de Orvyza sativa {arroz) con esterilidad masculina
{Ling et al., 1979} v Lvcopersicon gsculentum {tomate) {Zamir
gt al., 198B0) (citados por los mismos augtores), han dado
buenos resultados cuands se sultivanr sus anteEras. Como una
expligacidn posible a la diterente respuestia de ciertas
especies o variedades en el c¢cultivo de anteras, se ha
propugsto que ciertos genotipos poseen un amincadcida endogeno
rarticular gque permite 1a induccidn embrioggnicz (Dunwell,
198481} .

Le acuerdoc conr Bangwan {1978) {citado por Collins v

Genavesi, 1982}, en cultivos de Datura metel, durante ia fase

de induccidn de formacicon del embridn, el 71¥ del total de los
aminpacides libres, consistia de {recpnina, serinea, &cido
glutédmico, prolina v dcido Y-—aminobutirico v, ademés, durante

el turso de la embriogenesis se chservaron cambios en los
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niveles de aminpacidos.

Bajv condiciones similares de cultive, cada uno de los
genotipos de arrox examinados en un ensayn, manifestaron sus
propias caracteristicas en la relacidon de plantulas
verdes:albinos (Wang et al., 1978; citades por Collins v
Genowvesi, 1982y. Picard y DeBuyser en 1977 (citados por
Collins ¥ Genovesi, 1982) trabsajando con trigo, determinaron
gue al cultivar anteras producidas por haploides duplicados
producian de dos a tres veces mas plantulas wverdes que las
lineas parentales. Esto sugisre la edxistentia de una base
gendtica para el fendmeno del albinismo, gue es observado
cominmente en las monototiledoneas.

Algunos investigadores hacen hincapié &n las diferencias
que existen entre los genotipos de arroz con respecto a su
capacidad para producir callos o plantas.

Zapats et ai. {1991) corroboraron esie punic de vista
pues enr un estudio con dos variedades, bajo las mismas
condiciones ¥y medios de cultivoe, descubrieron que la respuesta
de los genotipos era diferante, va gue el numerc de plantias
regeneradas a partir de la variedad Giza 170 era casi 1 doble
gue las regeneradas con la variedad Taipeil 209.

For otra parte ¥y de acuerdo con Xarim et al. (19853}, el
arroz tipa jndica tiene una eficiencis de produccidén de callo
relativamente baja v =0 la mavoria de los cesos el porcentaje

de plantas verdes reneneradas es cero. Otro estudip hecho por
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Karim et al (1987) con nueve variededes tipo indics ¥y cinco
cruces FZ, gonftirma la diferencgia et la capagidad de

regeneracidn de las tallogs producidos.

G. Regereracidn de plantsas

La produccidn de calloc vy su capacidad regeneradora
disminuven com la edad del cultive de anteras [(Buiderdeni et
al., 1920} y con la edad del ecallo {Sunderland y Dunwell,
1277). Estn e® debidoc tal wer a wna disminucion de los
putrimentos disponibles en el medie no renovado, a una
concentracidn de compuestas téxicos producto de las paredes
senepscentes de las anieras o a ambos fagtores vy que esto varia
dependiendo de la variedad.

Man 821 Wang y Zapats (1787 a} a pesar de compariic el
concepto de la disminueisdn de la capacidad regensradora de los
callos al incrementarse su edad ¥y de haber determinado que
callos provenientes de inflorescencias jovenes regenerabsn un
poco mejor gue aguellos provenientes de semillas maduras
descascaradas atin cuando los primeros eran mis viejos, no
encontraron una diferencia signiticativa entre la capacidad de
los dos tipos de explante. Por lo tanto 1los  auvtores
consideran, fue de no existir realmente diferenciss, y desde
un punto d= wista practico, las semillas madurss son uns
fuents de explantes mas conveniente gque las inflorescencias,
va gue pueden almacenarse vy estar disponibles en cualguiaer

epoca el afio.
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Man Si Wang v Zapata (1987 b) encontiraron que =& podia
inctrementar la respuesta de los zallos provenientes de anteras
de intlorescencias jdvenes ¥ de semillas maduras de (Irvza
perennis Moench, al afadir una concentracidn de 4 mg/L de BAP
al medic de cultivo.

En genaral, ltrs callos que proviepcon de cruces indica por
jzponica tienen tun potencial morfogénico més altc (capacidad
de regenerar plantas verdes) en la semana sexta después del
cultivo de las anteras, mientras gue los callos provenientes
del cruce japonica por japonica, tienen su mavor potencial a
la cuarta =ssmana vy de ahi en ad=lante este decrece. Sin
embargg, e8i0os datos requierpn de un estudio mas especifico

parz cada variedad o linea.

H. ] il : ultiv ra

La salinidad del suelc es una de las pringipales causas
que reducen la productividad del cultivg de arrcoz en muchas
dreas de Asia vy América. E! culiivo de anteras puede
complementar las +tecnicas de mejJoramients para producir
mutantes gue sean tolersntes & esta condicion. El primer
informe sobre regenerscion de plantas verdes a partir de
callocs expuestos & concentraciones de sal por largos periodos
{Tapata ¥ Abrigo, 1928B4) alimenta resultados promisorios, pues
a pesar de que s2 pudo inducgir & =stos callos a reEgenerar
plantas verdes, morian en poco tiempe cuando w8 las cultiveba

en medios con diferentes concentraciones de NaCl v las qgue
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sobrevivian no eran mutantes verdaderos. Con eshe se determind
que las r&litlas del callo estaban sblo ajustadas
fisicldgicamente al Mall y Que no hay relacidn directa entre
la ftolerancia 2 nivel celular vy l1la tolerancia a nivel de

planta.

En la actuslidad == han regenasrado mas de 8.000 plantas
a4 partir de! cultive de anteras en el IRRI incluyendo
haplgides, diploides vy poliploides. Tambien se han producido
mas de 4.300 lineas derivadas de variedades ¥y cruces de arrox
de clima templado, tropical, de inundaciédn, tolerantes a]l frio
v a problemas del sgelo. Por abhora se estan llevando a cabo
experimentos de campo con estag lingas ¥y el IRRI suplira de
estaz semillas para estudios de caracterizacidn y  de
mejoramiento de la tolerancisa a factores ambientsles {Zapats,
st al., 1985).

Por otra parke, el 1IRRI, en fooperacidn eon la
Administracion de Desarrollo Rural de Korea, ests
desarrollando variedades de arror tolerantes al frio y il
scamz, por medic de estos procedimientos.

La técnica tambien esta siendo utilizada para dezarrsllar
variedades resistentes a sequis y para incrementar la
tolerancia & surlos salinos v con altas concentraciones de
gluminic gue son problemss en muchas regiones de Asla vy
américa Latins- En términos penerales, se busca también cresar

matantes somaclonsles por medic de la regenerscidn de plantas
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para mejorar las variedades tradiciconales pero resistentes o
para incrementar la tolerancia de l1as modernas  pero
susceptibles.
Otro exito considerable se ha tenido &l identificar la
parte del embrion gue origina &1 calle embridnico v en
irncrementar la eficiencia de induccidn somdtica del embrisn

{IRRI, 1%83:.

I. Una metodelogia para extrast anteras

Debido 2 la baja eficiencia de las anteras para regenerar
plantas, muchas veces es necesarico cultivar miles para obtener
una poblacidén lo suficientemente grande 20 la que s& puedan
hacer seleccignes deseables, por lo tanto aislar las anterss
se convierte en una actividad pessada, aburrida v difiecil v
muchos investigadores la tachan de impractica. Rains y Hadi
{1987} idearon un metodo con el gue pueden aislar un 80Y de
las anteras en menos del 50¥ del tiempo empleado cont los
mé&todos tradicionales. Ellms EEEEalaly una botella de
alimentacidn para animales énjauladaﬁ. de 123 ml hecha de
polipreapilenc o polimetilpentang v ls adaptaron un tubo de
acerc de 3,7 cm de largo & 1la tapa de rosca. Desde la basse
hasta uwnos 374 de la altura total de la botella. hicieraon
ranures de 1,3 mm de ancho v de 3 em de largo en custrs
columnes ¥ separados 4 mm entre =i, Cuando las Tlorerillas se
agitarcon 2n la botella las rantras dejaban pssc a las anteras

mientras gue las glumas wvacias guedabsn dentro. Al sasar la
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botella, las anteras recolectadas guedaban flotando en el vasco

de precipitacicdn de 500 mil llenc de medio liguido.



IT1. MATERIALES ¥ METODOS

A. VARIEDADES, UBICACION ¥ SIEMBRA
Se utilizaron anteras de seis variedades norteamericanas
de atrroz recientemente introducidas a Honduras {Cuadro 1), mas
la wvariesdad CICA 8 gue se ha cultivado por muchos afios 0

fmérice Lentral, v gue 5& usd =n =] experimento 3.

Cuadro 1. Varjiedades de arroz gue s& utilizaron
para tratar de obtener plantss haploides.
El Zamerano, Honduras, 1991.

VAR IEDAD FROCEDENCIA
RICO Uriv. Arkansas
LMNT Umiv., Arkan=as
NWBT Hriv. Arksansas
KeTy Univ. Arkansas
TEBNT Univ. Arkansas
MARS Univ. Arkansas
CICAa 8 CIaT

Las wvarisdades se sembraron en terrenos de la Escuela
Agricola Panamsricana (EAF)Y #1 B y &1 22 de junioc, =1 & de
Julio, 21 7 de agostp, 21 29 de noviembre, el 10, 25 y 31 de
digciembre ¥ 21 4 de enero en la terraza 2 del Departsmento de
fBgronomia. Las diferentes fechas de sismbra temnian el dnico
propasito de asegurar una fuente constante de anteras. El
tamafo de la parcela fuse de Fx&é& m vy se la dividico en tres

partes de 3Ixd m. Posteriormente, se sembraron cusiro parcelas
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més de la misma dimension. Teodas las semillas para lz sismbra
fueron prefratadas con una sclucion de Marshall (Busan +
Malatidn) para prevencion de hongos e insectos. Las parcelas
sp o mantuvieron 2n condiciones de sSeCanp, regandolas
diariamente con mangueras, hasta gue las plantas alcanzaron
uros 20 cm de altura. Luege fuesrpn inundadas.

Lz=s plantas se fertilizaron coa 1B8-446-0 a razdn de &0 g
por paraela al momento de la 5iem5ra ¥ 30 y por parcela 13
dias desputs de la misma. S5e tumigaron cen una solucidn de
Agrymicin 300 méis Benlate para prevencisgn de hongos v de
bacte=rias.

lLos cultivos de anteras se hicieron en el Laboratorio de

Cultivo de Tejidos de la EAP.

B. METODOS DE CULTIVO
1. Desinfeccidn del material vegetal

Aproximadamente dos dias antes de que s abrieran las
paniculias (floracion) {Cuadrc 2), se recolectaron las
paniculas y Tfueron llevadags sl laboratorio. Antes de ser
cultivadas, las paniculas se sumergiercn por 20 minutos an
agitacidn constante en una solugidn de hipotlorito de sodio al
1% en volumen (v/v) mas unas gotas de Tween—-80 como agente
homectants. Luego se llevarcn & la cédmara de transferencias o
de fluic laminar ¥ s= lavaron por 1o mencs Lres veces con agua

bidestilada esteril.
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Cuadro 2. bDias & floracidn de las vsrisdades
usadas ent los experimentos.

Variedad Dias a Dias a
floracion floracidn
esperadoss ubservados

MWET 0 =]4]
MARS 0 50
RICO I I 58
KATY =1y 80
TBHNT 7T 75
LHMNT 71 g0

* Fuenter Corral, L. Comunicacicdn personal.
Escuela fAgriceola Panamericana, (991,

2. Cristeleria

e emplearon frascos de vidrio de 125 ml con tapas
herméticas para g] primer experimentc vy tubos de ensavyo de
18%150 mm para el segundo. También se usaron platos de Petri
para realizar las diseccignes. En la preparacion de los mediocs
s wutilizaron vasoces de precipitacison, pipetas graduadas,

probetas vy balones aforados.
.Tudws ics insirumentos, cristealeria ¥ los medics, =e
esterilizaron en un autoclave a 1,046 kg de presicn por ce™

durante 20 minutocs.

3. Disegeidn v cultive
En la céamara de transferencia, previamente desintectada
cornt alcohpl etilico de 994 de purezra, se abrieron las Tlores
con la ayuda de pinzes v aguias hipodeérmigas {a manera de
bisturies), bsajo un estersoscopip, vy se disacaron laz anteras

evitando en lo posifble cauvsar dano al tejido v tratando de
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dejar la mengr cantidsed de Filamenic {iejido diploide), para
evitar Qque se regeneraran callos o plantas diploides. Otras
anteras fueron obtenidas cortando la parte distal y basal de
la florecilla. Lupgo se pasaron & los frascos o tubos de
gncavo. Para sellar los frascos v tubos se utilizd ParatTilim®.
Los instrumenteos se enjuagaron con alcobol de 934 0y se

flamearon con la ayuda de una lampara de alcohol.

4. Area de crecimisnto
uego de ser cultivadas, las anteras se incubaron en la
cémara de crecimientoc. A excepcidn de aguellas gue se
preincubsaron n frio v oscuridad (experimento 2}, las demas se
incubaron a una intensidad lumipica de entre 200¢ v 3000 lux
dada por tubos de luz fildorescente, a 23°C, més o menos 1=C vy

con un fotoperiodo de 16 horas lur por B horas oscuridad.

C. CULTIVO DE ANTERAS
Se realizaron tres experimentos. En 21 primerg s= probd
el medic de Murashige v Skogg (M5 (12582) semizsdlido (Cuadro
3Y, en el gue se estudid el efecteo de la interaccion de una
citogquinina, la &~furfurilaminopurina (KIMN), con una asuxHina,
el Acidg naftalencacetico (&MA)I. En 21 Cuadro 4 se presentan

lgs dosis ¥ combinaciones usadas.
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Cuadro 3. Composigicon gquimicgas del medio nutritivo
tge Marashige y Skoog (MS).

Macronutrimentos mo A mh
NHaNO= 1.4530 20.48
KNO= 1.9060 ig,g
CaC 12-2H2U 440 310
MgS0. . 7H20 370 1,5
KH=FPUa 170 1,2

Micronutrimentos mg/L uh
kI o, 83 3
HeB= &,7 100
MAS0a - AH20 22,3 100
2nEa . TH2D 8,4 30
Ma=Mola . ZH2O 0,23 1,4
CuS0. - 3HT 0,025 0,1
Coll=e.&HD 0,025 G, 1
EDTA {(Yersenato) 43.0 1co

VYitaminas y hormonas mg /L
Inositol 140
Acitdo nicotinico 0.5
Piridoxina.HEl 2,0
Tiamina.HC1 o, 1

Barcarosa 0. 000

pH™ del medio 5,7




alnrir- -
m - Tne -, . o
CUELA Moo, P:-.*J.ﬁr.]i.fi[}ann
APAITAD0 pa
TEQUCIGALPA HONDURAR

z Tt

il

SV

Cuadre 4. Combinsciones de auxinas y citoquininas en e]
medic de MS usadas en el estudig.

AMA mgsL
kinetina mg/L O 1 2
O 0:0 Ol Q:Z
1 1:0 1:1 1:2
2 20 2:1 Z: 2

El medic s ajustd a un pH de 5.6 ¥ se cologaron 15 ml en
cada frascp. lWna wvez esterilizados, se cultivaron de 5 & &
anteras en cada uno, siendo cada frasco una repeticidn. Gdemés
se estudid el efecto de un prebratamiento con frio de 7<=C a
las antaras por G, 4, B v 1Z dias.

Las anteras se transfirieron después de 10 semanas oe
cultivo, en vista de que no se regensraban y suponiendo gque
los nutrimentos del medic MS va habien sido metabolizadas, &
otro medic nutritiveo psra inducir a un crecimientos activio.
Este medio fue 21 B3 o de Gamborg (1%58), modificado (Ji%)
semistlido (Cuasdroc S).

En el segundo experimento se probaron dos medias, 21 J19
¥y 2l EZ24 (B3 o de Gamborg modificados) ligquidos (Cuadro S). A
las anteras cultivadas se les dieron dos tratamientos: &)
incibacidn en la camara de crecimiento directamente, ¥ b)
sometimiento & un pericodo de frin & o°C por ocho dias e2n
complets pscuridad antes de incubarlass en la misma camara. En
gsto gexperimento se utilizaron anteras de las variedades RICO

I, NWBY y TBNT. En este caso, se colocaron 7 ml de mediag
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liguido en tubos de ensayn ¥y se proveyd de un puente de papel.
£n cada tubeo =2 cultive une antera siendo cada uno, una
repeticidn.

En el tercer experimento se usho el mediae J1F v se
cultivaron anteras provenientes de florecillas con diferente
ubicagidn en sl raquis de la panicula, parsa determinar por
medioc de caracteristicas morfologicas, cudles tenian =1 polen
err el estade apropiado. Ademés se les dio un pretratamiento de
frig a 720 por 4 dias. Una parte del experimento consistid en
llevar la mitad del numero de las anteras cultivadas, a la
camara fTria del Bamco de Germoplasms v preincubarlas a 5=
durasnie ocho dias v, 1a oclira mitad, incubarla directamente en

Ia cémara de crecimiento.
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Cuadro 0. Composicion quimica de los medios nutritives
J19 v EZ29 (B o de Gamborg modificadost.

J19 EZ24
Macronutrimentos moy L mg /L,
KMO= Z2.300 Z.500
Callax . ZH-O 150 150
Mg50. . FHO 230 250
[MNHa ) =504 134 134
NaHzPDa . HaO 150 150
Micronuirimentos mg /L mg/Ll
K1 O,75 o,75
H=BOx ' z,0 3.0
I‘THEDA-H;&Q 1O 10
ZnE0a4 . 7H0 2,0 2,0
CuS0. . DH=0 0,023 0,023
CoCl=. 5H=0 G,023 0,025
EDTA {Yersenato) 45,0 4%,
VYitaminas ¥ hormonas mg /L mg Al
Aecido nicotinico 1,0 1.0
Piridoxina . .HEI 1,0 1.0
Tiamina.HG1 1.0 10,0
falpla 1,0 -
ALR e U,5
Kinetina 1,0 —
Z,5-D —— 1,0
BRP - ¢,5
ITnositol 1560 140
Sacarpsa 25, 000 20000
Glucopsa —_— 9000
pH* del medio S5 5,&

Fusnte: fapata et al. {(1991).



IV. RESULTADROS Y DISCUSION

Los datos se empezaron & tomar a las dos, tres y coabro
spmanas tespuds de gue se cultivaron las anteras. Los datps
presentados corresponden a los resultados obtenidos a las Z2
y 24 gemanas de los culiivos, en 2l caso del BExperimento 1.

Para el Experimento 2, log datos se tomaron & las dos vy
tres semanas luego de ser cultivadas v los datos presentados
corresponden a las legtuwras de la quints semana.

Ee igual manera, en el experimento alterno sobre cultive
de anteras proveniepntes de diferentes partes de 1
inflorescencia, los datos corresponden a las ochssrvaciones
hechas a las seis semanas en cultivo.

Las condicieones climAticas imperantes en el lugar de
siembra de las variedades ¥ en general en toda la zona del
valle de El Zamoranoc, en &) pericdo en que se hizo el estudiec,
g fusron las mas aptas de acuerdo con la literatura citada.

De seguro, la condigildn Fisicldgica de las plantas
donadoras estuvp atectada, especialmente, por la precipitacidn
pobre {Figﬁra 1y, la temperatura (Figura 2) ¥ sus cambtios
bBruscps (Cuadro &), ¥ lps cambicos rapidos gnire baj=zs v altas
humedades relativas.

"Todos estos factores de estrés, determinaron un

EFRLSL A A Nl POFEMOe
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Cuadro &.

Junio
Julio
Agosto

Noviembre
Diciembre
Enero

Camparacidn entre la precipitacidn pronedis
ma2nsyal para la zona del Valle de El Zamorano
¥ ®#1 periodo en que se reatizd e} sstudioc.
Escuela Agricola Panamericana, 1991.

Comperacicdn entre variacicnes de temperatura
promedioc pars la zona del valle de E]l Zamorano v las
variacicones en la época sn gQue se realizd el
estitdig. El famorano, Hondursas, 1991-19%2.

Temp. minimas (=2} Temp. maximas {=C}
Fericdo Fromedio Periods Promedic
del estudio de zona del estudio de zonra

17,0 19,4 31.8 30,4
13,5 18,7 31,7 23,5
14,7 18,2 31,7 29,9
10,5 15,3 259,95 27.5
13,0 i4.9 29,0 27 .4
10,5 15,9 33,0 28,2

Fuente: Datos meteorologicos tomados en 1s Estacidn de la
Escuels Agricola Penamericana.
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Fig. 2. Compa&racicn entre las temperasturas promedio
mensuales patra la zona del valle de El Zame-—
rang vy las temperaturas promedio en el periocdo

del estudio. Escuela Agricola FPanamericana,
17991.

desarrallo pobre de las plantas, lo cusl se puede sprecisr en
la flgracidn mas temprana de 1o gsperado {Cuadro 2}, floracion
no sincronizada entre plantes de la misma wariedad v
observacianes hechas ruanda la planta llegd a madurez de
cosecha, de que muchas florecillas no habian llenado el grano.
Este desarrollo anormal de las plantas pudo heber determinado
un estadp de dessarrollo de las anteras vy del polen o apio
para que produzecan calles o regeneren plantas haploides
completas.

Sin embargo, con base en el comportamiento observado de
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las anteras cultivadas, fue posible comprobar algunos de las
Tactores fisigos ¥ bioguimices gue influven en la conducta
drgano ¥y embriogenica de los granos de polent ¥ gue desembocan

en resultados exitosos & partic del cultive de anteras.

Experimento 1

Con este szxperimento se pudo analizasr el efecto de 1s
diferencia entre genoiipos, tiempg de esposicidn de las
anteras a temperaturas bajas vy }la interaccidn de diferentes
consentraciones de hormonas.

Tomando en cuentsa €l porcentaje de sobrevivencia de las
ankteras de cada una de las variedadss, no se encontrd uns
diferencia marcada entre los genotipos, cuando no s les dio

gl pretratamiento con frig {Cuadro 7).

LCuadre 7. Porceniazie de sobrevivencia de las anteras de seis
variedades de arroz en medic MS. E1 Zamorano,
Honduras, 1991-1992.

Var. MNo. anteras 1 2 3 4 o & 7 = 7 sobrev.

sembradas (%)
MaRSs o0 9 10 10 2 o 10 19 10 9 T2,2
LMMNT 80 O 10 10 b | =] 5 15 ) 14 Hi,22
MWBT 93 1¢ 1o 1¢ o Q 1Q 31t 3 &332
RICO 1 85 9 1 192 10 o= 3 1¢ 5 10 82,4
EATY 90 1¢ 19 10 14 o' 5 3 1 15 8a,2
TENT 135 1 19 10 190 135 i¢ 13 10 15 77,8
Total S80 4 &0 &Q &0 IO 45 A0 50 &0 FELT

sambradas
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g2in embarge, al analizar los Cuadros 8 vy 2, se puede
apreciar gue cierta diferencia, aunque puede deberse a la alts

contaminacsisn encontrada, loego de haber incubado las anteras.

Cuadroc 5. Forcentajes de sobrevivencia de las anteras de seis
variedades pretratadas por 4 dias a 7°C v cultivadas
2n el medio de M5. El1 Zamorano, Honduras, 1971-19%2.

Var. Np. anteras I 2 2 4 o] & 7 g8 ? =sobhrev.

cembradas (¥
MaRS 45 4] L 0o 7] > ) 2 o] 5 55,6
LT 45 ] a o o 0 = o ] O 44,4
NWET 45 ¥ L] G L] o 8] 1] Al 0 4]
RIEO I 45 3 ) L+ ] o v} o 0 3 33,3
KATY 45 5 L8] o] o] ba s S o o &&5,7
TENT 45 Q Q 3 5 3 3 5 o] o 85,7
Total 270 i1 10 140 1% 1% 20 20 5 10 34,4
sembradas

Cuadrg 9. PorcentaJe de sobrevivencila de las anteras d= seis
varisdades de arraoz pretratadas por 12 dias a 7=(C
£ el medic de M5. El1 Zamograno, Honduras, 1991-—

1992
Yar. HMNo. anteras 1 =z x a o & 7 =] T sphrev.
sembradas £+
MARS 45 O O O v v ¥ 2 8! ] 0
LMNT S0 5 10 0 5 o 5 G 4] S &0
MNWBT a5 0. o O o o O O G G o
RICDO 1 a5 O o] iy} Lyl S5 3] 3] v o 11,1
FETY a3 o o o o o o O (4] L O
TBNT 45 o O o o o o 4] (B L £
Total 270 a 10 ) i a pal ] (3] > 12,7

sembradas

¥ Be presenitd alta contaminacicn por bacterias.
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De acuerdo con los resultados gue se presantan en el
Cuadroc 12, podemos observar que los pretratamientos com frig
& las anteras, mejoran notoriamente la viabilidad de 1las
mismas. Sin embargo., el tiempo de exposicidn antes de ser-
cultivadas es importants, pues comno se pusde apreciar, los
mejores resuliados se obtuwieron cuando se pretrataron por
gcho dias {aungue solo se analizd la variedad TBMT). En =1
caso de los pretratamientos por 4 v 12 dias, estos fueron
menos eficientes ingluso gque 1 testigo.

Cuando se preirataron por 12 dias, se obtuvieron los
indices mas bajos de zobrevivencia. Esto podria explicarse va
que exposiciones prolongadas a3l frio destruirisn lss células
somaticss de la pared de lac anteras, lo gue se ha
demostirado tierme relativa  influencia para cambiar el
desarrollc normal del polen & un desarrollo &Srgano o
embricgénico. Exposiciones prolongadas al frio tambidén podrian
destruir e} polen al inactivar sus progesos metabolicos
vitales o afectarian la reaccion de los tejidos en presencia
de hormonas.

Los resultadpe del tratamiento testigo mostraron también
una alta tasa de =abrevivencia, saungue se puede notar uns
diferencia con el pretratamiento por ocho diss. Sin embargo,
no se encuentra una respuestia satisfactoria de esta conducta.

Las combinaciones de hormonss tambien parecen haber
tenido un efecto diferencial sobre la sobrevivencia de las

anteras vivas. Los mejores porcentajes se lagraren cuando la
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Cuadiro 10. Efecto de diferentes concentraciones de ANA y KIM
en ] porcentale de sohrevivencls de las anteras de
arroz de seis variledades pretratadas con 1s
exposicicon & 7*C por O, 4, 8 v 12 dias. El
Zamoranc, Hondiras, 1991-19%92.

Tiempo de exposicidn {(dias)

Concentracidn G 4 3% 1z
1. Testigo 41,6 50,0 O 16,7
2. img/sL AKNA 92,3 33.3 30 28,4
3. 2mg/L. AMA BG,0 33,3 100 Q
4. Img/L KIN 97,1 o, S0 14,7
9. Img/L ANA + 1mg/L KIN 43 9 S5¢,0¢ 100 15,7
&. 2mg/L ANA + 1mg/L KIN 56,2  &&,7 100 14,7
7. 2mg/L KIN 86,0 66,7 100 0
A. img/L ANA + 2mglL KIN 1.4 16,7 100 o
F. 2mgsL ANME + Zmg/L KIKN T7S.0 33,3 0 16,7

¥ Solo se analizd la wvariedad TBRT.

concentracidn fue de lag/L de ANA sin KIN, en los casos en gue
las anteras eran pretraltadas por 12 dias v cuando no se les
gdio pretratramiento con frio (Ctadros 11 v 14): la KIN por si
spnla, no tuva wun efectoc marcado en Ios porcentajes de
spbrevivencis con excepcion de cuando s dig vl pretratamiento
de fric por ocho dias {Cusdro 13}. Estos resultadoes parecen
estar en acuerdo con los informes de la literatura, donde s=
establece que Ia KIN parece no tener, o al meoos no hay
evidencia de que tenga un efectoc marcado en el metabolismnc
celular de las graminess {Sunderland y Dunwell, 1977,

Lz interaccidn de ambas hormonas hizo disminuir, en
general, e porcsntaje de sobrevivencia con respecto a las
demis concentragiones, especialmente cuando se sncontraban en

cantidades de Zma/L de &MA v Z2mg/L de KIMN {Cuadros 12 vy 1331,



a7

y tuando habia una concentragidn des KIN mayor gue de A&NA
(Cuadroas 1lly 14). A pesar de que 1s literatura oo cita
patrones preciscs scobre la actividad de cada uns ni de su
interacgion, si parecen confirmarse las observaciones de
algunps investigadores en el sentido e que altas
concentraciones pueden ser deletéresas vy de que la KIN puade
afectar la accidn de las auxinas. Sdleo cuando se dieron
pretratamientos de fripo a las anteras por cuatro ¥ ogho dias,
se gpcontrd que las combinagiones de lmg/L de ANA + 1mg/L
dekIN v 2Zmg/L de ANA + 1mgsL. de KINM, incrementabsan
notablemente &l porcentaje de sobrevivencia {Cuadros 12 y 13).

En general, no se logrd determinar una tendencia clara en

el efecto de la interaccidn de las dos hormonas.

Cuadro 1. Efecto de las difarentes concentracicnes de una
auxina [(ANA) v de una citoquinina [(KIN) en el
porcentaje de anteras vivas de seis variedades sin
chogque de fripg a las 24 semanas. El Zamorano,
Honduras, 19?21=1992.

| - —— ————— ———— = ————— r
ANA (mg/l)
KIN (mg/L) o 1 2
v 41,4 92,3 80,0
1 57,1 32,8 56,2
2 53,3 74,4 75.0
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Cuadroc 12. Efectoc de las diferentes concentracicnes de una
auxing (ANAY ¥ de una titoguinina (KIN) en el
porcentafe de anteras vivas de seis varipdades a
las 29 s=emanas con cheogue de Trio de 7=C por &
dias. El Iamoranc, Honduras, 19911992,

ANA {mg/L}

KIN [mgsfL} o 1 b
v b 22,2 2.2
1 35,3 33,3 40,4
z 44 .4 11,3 222

Cuadro 13. Efecto del ANA v de 1a KIN en 2l madico de MS sobre
a2l porceptaje de sobrevivencia de anteras de Is
variedad TDBNT a las 24 semanas con chogue de frio
de 750 por B diss. El fZamorano, Hondoaras, 1991-

1992 .
AMA (mg /Ll
KIN {mg/L) o 1 2
o ) 20 190
1 50 100 100
2 100G o0 o

Cuadro 14. Efecto del ANA y de la KIN =n ] medio de MS sobre
la subrevivencisa de anteras de seis variedades s
las 24 semanas con chogue de Trio de 720 por 12
diss. El Zamoranoc, Honduras, 1991-1992.
AlNA (mg/L)

KIN {mg/L} v 1 2

Q 1&,7 2B, L G

1 1&,7 1&,7 14,7

2 0! o 16,7
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Experimento 2

En este experimento =e analizd el efecto de dos medios
diferentes, 21 219 y el EZ4 {BY o de BGamborg moditicados) en
2] porecentajs de sabrevivencisa de anteras de tres variedades
{RICO 1, WWBT ¥ TENT}, asi como tambien las diferencias entre
preircubar las anteras a 370 &n completa oscuridad por ocho
dias ¥ de incubarlas directamente en la camara de crecimiento.

En &l Cuadro 15 se pusde apreciar el bajo porcentaje de
anteras vivas a1 incuebarlas direciamente, enr comparacicon con
e] porcentaje obtenido al incubarlias en frio {Cuadro 14). Con
eztps resnl tadps corroboramos la importancia de los chogues de
frio &n indugir la androgenesis y gue son mencionades por
Nitsch v Morreel {1973), Sunderland v Roberte {1977} {citados
por Benowvesi ¥ Magill, 1982}, OGehsa (1990}, Rowa et oal.,
(1771} entre ogtros, vy tftambién de una preincubacidon en

pscuridaed (Niizeki vy Cono, 194&8).,
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Cuadro 13. Efecto del tratamiento sin frig en el porcentaje de
sobrevivencia de anteras de arroz de tres
variedades cultivadas en dos medios diferentes.
El Zamorano, Honduras, 1991-1792.

I ————— —— e ——  ————————_——— ]
Medio Variedad Vivasg Negras

J19 RICO 1 17 &0
NWBT 42 0
TBHT 4 & 4
E24 RICO 1 12 &&
NUWBT 27 1
TENT o O
= St = — i —

Cuadre 146. Efecto de preincubar con frio a 3*C por ocho diaw
gn &l porcentaje de sobrevivencia de anteras de
arroz de tres variedades en dos medios diferentes.
El Zamoranc, Honduras, 1791-1992.

e e ey

Medio Variedad Vivas Negras
Jile- RICD I 28 Q
HWBT 48 2
TENT 49 15
E24 RICD T 20 &
NWET 43 3
TBNMNT o7 4
L — ——— .~ =y

Por otra parte, el porcentaje de anteras negras tambien
dicminuyd ceonsiderablemente; a pesar de que las anteras se
tornen negras, no signiftica que estén muertas, pues intormes
de Niizeki vy Oono {19£8) ¥ Alan (19747 {trabajo no publigado),
demuestran que ea posible [a androgéneals a particr de estas

anteras, debido & que solo el tejido scmatico de las tecas




51
gstad senesgente, mientras que el polen sigue en un estado
funcional. Sin embargo, 5i es de mavor importancia el hechp de
gue no mueras el tejido somidtice, pues en concordancia con
vtros estudios. aparentemente la pared sintetics algunos
compuestos gQue s2 liberan en gl medlioc de cultivo vy promueven
la formacion de embriones (Oghoa, 1990).

En los Cuadros 17, 18 v 19, poadenos apreciar 2] efecto de
estos tratamientos para cads uns de las variedsdes uwtilizadas,
¥y gque ademis demuestran. una ver mas, gue no se2 encontré unz
diferencia genotipica en cuanto a4 los porcentajes de anteras

WiIVAS,

Cuadro 17. Influencia de la incubacidn & 5°C por ocho dias y
an completa oscuridad sobre el porcentaje de
sobrevivencia de las antersas de arrpz de la
variedad RIEO 1 on dos mediocs difterentes. El
Zamorang. Honduras, 1991-1%32.

Sin frio Con frio
Medio Vivas MNegras Vivas MNegras
J17 21,2 73,0 78,0 o,0
EZ24 14,8 B1,5 71,7 o, b
HIBU []‘]‘J:‘L'
ECa Ljrvag o,
€acue; et PO
A Aps Tota AP
N AP"-"T"-DLI - .-_mﬂ“&'ﬁ
ESUC AL s

HDNHHF"
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Cuadro 18. Influencia de la incubacion a 5°C por ocho dias vy
en completa oscuridad scobre 2] porcentsje de
aphirevivencia de las anteras de arrocz de la
variedad NWEBT en dgoa medios difterentes. EI1
Zamorano, Honduras, 192911992,

—

Sin frio Con frio
tMedio Vivas Negras Vivas Negras
J19 534.5 0,00 75,0 0.4
E24 a0, 0,01 93,5 0,7

Cuadra 17. Intfluencia de la incubacidn a 5*C por ccha dias ¥
m=nompleta oscuridad sabres 2] porcentaje de
scbrevivencia de las anfteras de arroz de la
variedad TENT en dos medios difersntes. El
Zamoarano, Honduras, 1991-1992.

—
5in frio Con frio
medio Vivas  Negras Vivas MNegras
J19 92,0 0.8 75,4 23,0
£249 o,o 0,0 F3.56 0,6
e D - ——————————————— —

Cuandsn analizames lag diferencias entre los dos medios
{Cuadroc 20), se determing gue en 2] medio E24 habia un mavor
porcentaje de anteras wvivas, log cusl puede deberse & 1a
presencia de Z2,4-D, 2l cual acelmra la produccion de brotes an
el arroz al aumentar la sintesis de ciloguininas (Incue gt
al., 197%; Yao et al., 1991; citados por Zapata et 21., 1991}.

Esta condicidn puede producir una relagidn dptima auxina-
citoquinina, la Eual es nggesaria para la induccion de los

brotes. Podria suceder gue, #n Qranos de polen selectSionadoa
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por su capacidad de producir callos embricgenicos, =1 2,4-D
desencadenara este produccidn. Esto apoya la Observacidn de
que los gallps Inducides a partir de anteras gue se han
cultivadn en un medico con 2,4-D v que luego =& cultivan en un
medig sin reéguladores del ecrecimiente, tienen la capacidad
para regenerar plantas {Weoo v Su, 1973; citados por Zapata =t
al., 1991},

El efeclo positivg del frio, lo podemos abservar uuna vez
més =0 )] Cuadro 21 donde no se aprecia yna diferencia marcada

entre los porcentajes de anteras vivas en los dos medios,

Cuadrg 20. Diferencia entre genotipos de tres variedades en el
porcentaje de sobrevivencia de sus anteras en dos
medigs diferentes. El Zamocranho, Handuras, 1991-
1 7 9 2 ,

T T e e e m—__ym—

Medio
Yariedad J17 EZ24
RICO 1 21,2 L7
TENT 92,0 0,0

o o= T T L —— e T =L
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Cuadre 21. Diferencia entre genctipes de tres variedades 20 &1
porcentaie de sobrevivencia de sus anteras &n dos
medios diferentes preincubadas & O°C por ocho dias.

El1 Zamorana, Haonduras, 1791-1992.

e — e r—

Medio
Variedad Jig EZ24
RICO 1 Q8,0 ?1,7
NWET _ FLH,0 23,5
TENT 79,9 3.5

Experimento 3

En este experimento se cultivaron anterss provenientes de
tres partes de las ramificaciones del raquis central, para
determinar cual de estas contenis polen 2n el estado dptimn de
desarrollo.

La literatura cits pocos casos de £éxitc a2l determinser
este estado dptimo por medioc de caragteristicas morfoldgicas,
comy la digstancia entre auriculas (Mercy ¥y Zapata, 1985) o 1a
longitud de la corolla (Dunwell, 1%856). En esie estudio no se
pudo determinar una mavor diferencie entre los porcentajes de
sobrevivencia de las anteras provenientes de las diferentes
partes de la ramitTicacidn. Tedricamentes, las antera=s de la
patr-te superipr son léas mas aptas, sip embargo, no presentaron
superioridad en comparacion ceon las anteras progvenlentes de la
parte media y basal (Cuadro 22). Una posible explicacidn de
estos resultados,; seria el hecho de gue la variedad CICA B,
vwtilizada come fuente de explantes, s netamente tipo indicsa

considerada como recalcitrante por su ineficiencia para ser
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inducida a androgénesis {Zapata v Torrizo. 19856}).

Cuadre 22. Comparacion entre el tratamiento con frio (3°C par

ocho dias en sompleta oscuridad) ¥ sin frio en el
porcentaje de anteras vivas de la variedad de arror
Ciche 8 provenientes de distintas partes de la
ramificacion del raguis eentrzl en el medig
nuti-itiva J192. El Zamorano, Hondurss,

19711992,
Posicidn de Mo. anteras Cogn fric §in fric
la flor cultivadas Vivas Hegras Vivas Negras
Inferior 48 75,0 12,5 7a,0 0.0
Medio 48 87,5 12,5 87,5 12,53
Superior 485 87,5 0,0 52,5 Q,0




1.

2.

Y. COMCLUSIONES

El estado fisioclogico de las plantas donantes no fue el
dptimo para inducir a sus anteras a la androgénesis.

M se encontraron diferencias sntre los genotipos en
citanto &l porcentais de sntersas vivas que presenic cads
HgT=10

Fretratamientos de las anteras con frio por ogcho dias de
expesicion mejoraran notablemente la sobrevivencia de las
anteras.

La presencisa de suxinas y 2,4-P en 1os medios de tcultivo
es iﬁﬂurtante pars asegurar la viabkilidad de las anteras.
Mo bubo evidencia de gue la presencia de kingtina o su
interaccidn Son auxinas incrementara la viabilidad de las
anteras.

Lz composicidn del medio de cultive puede influir en el
ingremento de la viabhiliad de las anteras.

Tratar a las anteras cultivadas con frio a SoC v
oscuridad incrementa gl porcentaje de sobrevivencia de las
anteras.

Mo se pudo defterminsr el optimo estado de desarrgllo del
polen a partir de caracteristicas morfoldgicas de l1s

panicula. '



WI. RECOMENDACI{ONES

& pesar de los esfuerzos vy g£] tigmpo invertidos en los
cultivos, no fue posible obtener resultados concretes, sin
embargo, estamos segurss gue se va por buen caming y gue este
pregedents servird como una buena guia para enfocar trabajes
posterigres en puntos y metas mas especificas, los cuales
llevaran a potener resultados prometedores ¥ otiles tanto para
Ila EAP como para la region. Es recomendable que en trabajos
posteriores en la EAP, se tomen en cuenta las siguientes
indirariones:

1. Trabajar con genctipos japonicsa.

Z. Trabajar coh menos variedades para poder analizar mayor
numero de factores.

X. Sembrar las plantas gque serviran de fuente de gxplantes
bajo condiciones controladsas v de preferencia entre julio
¥y septiembre.

4, Pretratar 1as pan:itulas ton 7= por ocho dias y luego
incubarlas por sacho dias mas a 5°0 en osturidad.

5. Estudiar el efectp de otras ausxinas.

&. Utilizar medios liquidos en tubos de emsayo cultivando una
antera por tubo.

7. Determinar =l sstado de= desarrollo optimo del polen por

medis de tincidn para mas namero de Tlorecillas, para
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contar con la sequridad de cultivar anteras fque contengan

polen an el estade de desarrclla eptimo.




v1l. REBUMEN

£} arroz e% una de las gramineas mécs Importante gdel
mundo. Es sabido gue mds de la mitad de la poblacidn mundial
vive en 2onas donde el arrcz es el principal alimento. Esta
circunstancia obliga a muUchos paises e instituciones a la
biisqueda constante de varisdades mejoradas que se adaptan 2
la= mAs variadaa condicicnes eddficas y climatologlicas y gue
paralelamente satigfagan la gran demanda de alimentos.

Una de las técnitas usadas para la produccion de estas
lineag vy variedades 5 la del cultivo de anteras jip ¥itro para
la produccion de haploides, los cuales pueden ser duplicgados
cromosdamicamente con la aplicacidn de agentes muetagénicos,

En obietivo da este trabajo Tue determinar una
metodologia que permita 1a greacidn de estos hapicides en la
Eaziiela Agricola Panamsricana.

Fara tal efecto Be pstudid la aplicacion de
pretratamientics a las paniculas con frio a 720 por @, 4, B ¥
12 dias, tratamientoes con incubacidn a 5= C en conpleta
osturidad, diferentes mediocs de gqultivo y diferentes
concentraciones de reguladores de crecimiente. Ademas =e
realizé un experimentn alternn para determinar =l estadeo de
desarrocllno optime del polen con base e la ubigacidn de las
tlorecillas en la panicula.

Aunque 0o Tue posible logear zallaggénegels ni
embriogénesis, se pudo determinar que pretratamientos de ocho
dias a 7°C & las paniculas incrementaban el porcentaje ds
sobrevivencia dee las anteras; de igual manera al incubar las
anteras & 3oC por ocht dias en oscuridad, sste porcentaje se
elevaba.

PDe las diferente= concentraciones de reguladores de
crecimienta, sd&dlo combinaciones de Zmg/L ANA 4+ img/sL KIN
presentarocn algdn incrementc, migntras que concentragiones mas
altas, wolss o en combipnacidén, presentaron indiges bajos de
socbrevivencia. También =e pudoc momprobar gqgue  ANS a2n
concenkracion de 2mg/l. dip el mejor resultado ¥y que la KIN por
8i sola no tuve ninguan efecke superior.

Tampoco =2 pudo encontrar el estado de desarrcllo dptimo
de las anteras a partir de caracteristicas morfeoldgicas.

Sin embargo. se ha ganado experiencia y conocimientos
para la realizacion de futuros trabajos en cultivo de anteras.
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