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fisiolog~a y gomética v .. getal. Est;os to?o:nicas consisten, 

básicamE'nt<?, en cultivo.r, en medios nutritivos adecuados y en 

forma a5éptica, ápic:es de raiz y tallo, primonJios de hoja, 

primordios o partes inmaduras de flor"es, fr-utos inm.aduros, 

órganos aislados, embriones, segmentos de órganos de tallo y 

de hojas y algunas veces, ovarios, óvulos, anteras y polen o 

células aisladas. 

El desarrollo de las técnicas de cultivo dE' tejidos de 

plantas ofrece la posibilidad de introducir variabilidad que 

podría ser utilizada para el m¡¡>joramiento de los cultivos. Una 

d" estas técnicas es la pr"oducc:ión de h"ploides pcH· m¡¡>dfo dE"l 

cultivo de anteras, que con su constitución genética única, 

tienen pntenci"'l para acelerar la producción de nuevas 

variedades homocigotas o lineas isogénicas y lineas puras en 

un solo paso. Este procedimiento, realizado en el campo, 

tomaria dE' cinco a ,;ei,; ciclo,; de autof.,cundación. E:n el caso 

pl01ntas dioicas aqu"' 11 as 

autoinc:ompatibles, es prácticamente imposible la obtención de 

lineas puras por l,;s técnic.;.s tradicionalE's (SnapE', 1989; 

Ochoa, 1990). Además, en el mejor de lo,; casos, l,;s Iine,;s 

puras obtenid.;s en el campo no son homocigotas má<> allá d,- un 

90 a un 95%, mientras que las producidas en laboratorio, y,;. 

sea cultivando anteras o microsporas, son 1007. homocigotas 

(por duplicación cromosómica otro 

mutagénico). 

La principal vent.;.ja de la producción de haploides para 
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luego diploidi2arlo5, "'" l.:. pocibilidad de cre<.<r lineas 

homoc:igotas a p<~rtir de padrE'S heterocigot:os, "'" una sola 

generación, y, si los padres son homoc:igotos, se pueden 

incrementar los rendimientos o mejorar sus car<>cteristicas. 

Entonc:es, en primer término, podemos ahorrar tiempo al 

s .. Ieccionar material listo para la comer-r:ializac:ión y, en 

segundo, se pu"'d" incre>me'ntar la eficiencia d" s5'l<>cción 

grac:ias a un incremento en la variación genética aditiva, p<:lr 

razón d.,. Llna ausencia de domin<>ncia y segregación dentr-o de 1« 

misma familia y a un decremento del efecto del ambiente sobre 

el genotipo a lo 1-.n;ro de las genl>'r"aciones subsiguientes 

(Sn"P"'• 1989). 

La importancia de los haploides en los campos de 1~­

genétic<~ y el m..-jon•miento de ¡,.,. pl,.nt;os se ha tomado en 

cuenta de~de hace mucho tiempo; sin embargo, su utilización se 

ha mantenido restringid" debido " ¡,. baja frecuencia con que 

ocurren en 1" naturalez" (0,001~ a 0,01~) a tr.,vés de 

partenogénesis. Raramente, también, reproducen 

c"r"-cteres de l"- linea par,.nt"-1 m"st:ulina sugiriE>ndose con 

esto un origen " tr01vés de ";,ndr"ogénesis del óvulo'' 

(d.,sOirrollo d,.l .,mbr"ión d.,ntro d"l óvulo por la actividad 

individual del nút:leo masculino) (Bhojwani y Razdan, 1983). 

Los gametos, a pesar de ser células haploides, pueden 

dividirse y Or"ganizar"se pat"a ior"mar" órganos y plantas 

cuando se cultiva en medios sintéticos 

apropiados. plantas regeneradas generalmente 
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haploides, pero se pueden diploidiZC<r" para obtener planta¡; 

homocigotas. 

Las esporas haploides ya sean masculinas (microspora) o 

f>=menlnas (megaspora) se pueden induc:ir c. un crecimiento 

preferencial si se ajustan apropiadamente las condiciones de 

cultivo. Las pl,.ntas reg•merqdas de estas células llevan s6lo 

un juego cromosómic:o, E'S decir, s .. produce un individuo 

haploide. Este complemento debe ser duplicado para producir 

un« planta fértil presumiéndose, por lo tanto, que sea 

homocigota y mejorada (Chu,1982o Hermsen y Ramanna, 1981¡ 

Nitzsche y Wenzel, 1977; Snape>, 1982; ci-tados por Dunwell, 

1986). 

Hasta 1966 la producción artificial d5' haploides era: 

lograda por medio de hibridación distante, polinización 

retardada, aplicación d«' pol«'n irradiado, tratami!<'nto con 

hormonas o por choques de temperatura, pero ninguno d~ estos 

métodos es muy eficaz y seguro. Con las técnicas de cultivo de 

tejidos s"' han ,;el ventado muchos problema,; y la prodw:ción d,. 

haploides de arroz, y lu!<'go plantas diploid!<'S homocigotas, ha 

.. v«nzado drásticamente en los Ultimes "ños. Sin e¡mb«rgo, la 

<~pl:ic<~ción potencial de éstas, ha sido obstaculizada por la 

dificultad de inducir morfogénesis, ya sea directam.,.nte del 

cultivo de microsporas o, indirectamente. de callo derivado de 

microsporas. 

En general, los cereales S., caracterizan por una baja 

.. ticiencia en cuanto a la producción de callo y a la 



' 
regener<1ci6n de plant"s veord,.,. "' P"'-r'tir d., microspora~. El 

arroz es un buen ejemplo de este fenómeno y en la literatura 

citan numerosos ejemplos, aunqu,., según otros 

investigadores se han obt.,nldo resultado,. promisorio!'. Htty 

varios t .. ctor!!S que afectan el cultivo de anter«s y en tr .. 

,.)los podemos mencionar,.¡ e,.t<1do de> d,.,.,..-rollo dE' los o;¡ranos 

de polen, los tratamientos fisic:os, el medio de cultivo y .,¡ 

e5tado fi5iolOg.ico oe las pl10nta5 donadoro~~,., 

A pe!Oar d"' estas dific;ult,des, los ci<tntificos chino• h.on 

tenido éxito en la generación de nuevas variedades obtenidas 

de polen de plantas Fl, obtenidas, a su v .. z, de cruc .. ,. 

se;<uale5 .. nt.- .. las sube~>pec.ies japónica 1! indica (Hu, 1978; 

cit.odo po.- z.,pata et u. 1983). 

Los métodos de .:;ul tivo de tejidos usados "" •• 
Jntern<~tion"l Rice Rese..,rch lnstitute (1RR1) incluy .. n cultivos 

de anteras, de polen aisJ¡¡.do, de¡ célula" somáticas y de 

protoplastos y en un futuro cercano se incluirán técni<:as de 

1usión de protoplastos y de tr,ns1erencia de ADN. E!Otos 

metodos se utili~"n Y" que son aplicable,. ~n el mejoramiento 

de v"ri<!dades aclapt,das a condiciones adversas, a través de• 

(i) fij;;u:lón in'"'"di,ta de hor11ocigocidad para la producción de 

!lneas estables més répid,mentE', {2) genenoción de variante,. 

somatoclonale5 o gametoclonales, (3) hibridación somiltica y 

(4) técnicas de trans1erencia de genes. 

El obj~tivo del IRRI es identificar varied~des de "rroz 

{c10p10cidad 



individual para regenerar ca11~ y plantas). 

El presente tr,.bajo, de carácter pionero en la Escuela: 

Agricola Panamericana (EAP), tuvo como objetivo determinco.r una 

metodclogia que nos permita obtener plantas haploides de arro;: 

para futuras evuluacicnes, luego de diploidizarlas, como 

variedades o como lineas puras, en la producción de hibridos. 



¡¡_ REVISION OE LITERATURA 

El principal objetivo d"'l cultivo d"' anter-as .. s la 

producción de plantas h«ploides a par-tir- del g«metofito 

m«sculino o micr-ospor-a, y su or-incipal ventaja radica en que 

es el método más rápido de llevar lineas heterocigotas a la 

homocigocidad incrementando l« eficiencia de selección y 

per-mitiendo una expresión temprana de genes r-ecesivos, 

Las técnicas del cultivo de anteras se han utilizado en 

investigaciones pa;ra probar propor-ciones 

segr-egación de genes y en investiga;ciones aplicadas pa;ra 

desarrollar nuevas variedades. 

Los primer<Js cultivos exitosos de micr<Jspora;s los r-ealizó 

Tulecke en la década de Jos años 50 ( Sunderland y Dunwell, 

1977). Us;o.ndo granos de pol-.n d"' ci .. r-tas gimnospermas, 

demostró que al ser cultivadas en medios apropiados, se podia 

cambia;r su desarrollo normal hacia la formación d"' callos y se 

dio el nombre de "'cultivo de pol"n"' a .. sta técnica. Sin 

embargo, no todos los granos respondían de la mism~ m~ner;o.. 

Mientras q\.>e la m~yoria continu;o.b~ su des~rrollo normal y 

d~b~n origen ~ tubos polinicos y e'sperm~s, otros mostrab~n un 

comport~miento dlfen.nte. Post .. r-iores intomtos de Tulecke y 

sus colaboradores para estimular al polen de angiospermas de 
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manera similar, no tuvieron éxito, pues los granos de polen al 

desarrollarse siempre daban origen a tubos polinices. 

En 1964 Guha y Maheshwari descubrieron que el oolen de 

Datura innol<ia, podia ser inducido a prcdut:ir cr..-cimiento 

activo cuando se lo cultivaba sin ser removido de la antera, 

y, en 1967 Bourgin y Nitsch (citados por Navarro y Vera, 1988) 

informaron asimismo, la producción de haploides de Nicoti«n;o 

tabacum y t!· sylvest..-is. 

Desde entonces se ha aplicado la técnica con éxito en más 

de 200 especies vegetales (Ochoa, 1990). 

El cultivo de anteras fue un des<:ubrimiemto de suma 

importancia debido a que se determinó que el polen podia ser 

inducido a tener un crecimiento y un desarrollo organizado y 

qu" ad~>más conducía. a la producción de planta.s haploid~>s (Guha. 

y Maheshwari, 1967; citados por Sund.,rland y Dunwell, 1977). 

Cada planta era producida. a. pa.rtir de un grano de polen. 

Desde entonces, cultivando polen dentro de sus anteras, y en 

pocos ca.sos removiéndolas de éstas, otras angiospermas han 

podido s~>r r~>gen~>radas a partir del cultive de su polE"n ya sea. 

directam~>nt~> vía embriogénesis o indirectamente via callo. 

La.s plantas haploides obtenidas por medio del cultivo d., 

ante..-as se dividen en dos grupos; aquellas qu .. s .. forman 

di..-ectamente del polen a tr .. vés de un d5'sa.rrollo 5'mbriogénico 

verd"'d"'ro y las QU5' S5' regenera.n a. partir de callo. En este 

ca,;o se r~>duc~>n las posibilidades para. la. e><perimentación 

debido a los cambios resultantes en el comportamiento 



cromosómico durant"' 5'1 5'stado de callo (Nitsch y Norreel, 

1973). 

Aunque la efici .. ncia de la producción d"' callo a partir 

de anteras de arro~ ""'está incrementando, la eficiencia total 

.. s aún baja ( número d" callos/númP.ro de gr,.nos de polen) 

considerando que un" "ntE!ra tiene cerca d., mil granos d., 

pol.,n. Por esta razón es preciso revisar los factores que 

influyen en una mayar o menor respuest<o de l"s anter,.s, los 

granos d5' pol2n y los callos producidos. 

A. Estado de des<orrolla del polen 

El estado de desarrollo del polen en el mo-mento de 

cultivar las anteras es critico p<or<o l<o inducción de la 

androgénesis. 

Sin duda, la clave para el rápido des<orrollo del cultivo 

de anteri>s fue> d .. scubrir que el polen de las angiospermas 

podia ser inducida a. seguir un" vi a di terente que la de 

g"nerar tubos polinices, si se la cultivab" en un estada de 

desarrollo- especifico. Est .. periodo critico empieza al final 

de la. tase meiótica con la formación o.,. l"s t5'trasporas y 

termina i>ntes de 1<> deposición d5' almidón en la fase temprana 

gametofitica. Sunderland en 1974, definió seJ.s .. stadas d.,. 

desarrollo de las anteras (Sund .. rland y Dunwell, 1977)> 

Estado 1. Anteras que contienen tetrasporas o esporas recién 

salidas d" la célula madre. Las esporas están en la fas., Gl 
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del ciclo c~lular y el nivel dRl ADN nucl~ar es lC. 

Est<~do 2. Anteras qu.,. contienen esporas vacuoladas y en las 

qu .. el nücleo está cerca a la pared de la espora, todavia en 

]il fase Gl. 

Estado 3. Anteras QUR conti&nen esporas en el proceso de, o 

después de la duplicación del AON (fas .. S o 62). s .. distingue 

del estado 2 por el diferente tamaño de los nUclEI'os. 

Estado 4. Anteras que contienen polen en su primera mito~is, 

Estado 5. Anteras que contienen granos de polen jóvenes y en 

el que las dos células gameto1!ticas están separadas por una 

pared curva. 

Estado 6. Anteras qu,. contienlln grano,. dD pol"'n om los qu"' se 

ha reabsorbido la vacuola y la célula vegetativa se llena de 

citoplasma. 

En el arroz, la máxima respuesta S& obtiene en el estBdo 

3 (Wang, Sun y Chu, 1974; 

1977). 

Citados por Sunderland y Dunw~ll, 

El e5tado de la~ anteras ~Q determina rQmOViQndo una de 

ellas del botón 1loral y ti~~ndola con acetocarmin. A partir 

de esto se puede determinar el estado de las demás anteras¡ 

sin embargo, esto no se aplica cuando las especie~ tienen un 

número indeterminado de antera~ como en el caso de los géneros 

paeoni« sp. y An .. mone sp., donde pueden exi5tlr botones 

flor-ales con 100 ó 200 «nteras. Otro c«so excepcion .. l es 

Dioitalis purpurea que tier"' do;; antQr-ali, cer-o una m;odur-• 



prlm~ro qu~ la otra (Sunderland y Dun~ell, 1977). 

Con re11pecto al trabajo d~ Niizek.i y Dono (1968), ¡.,,. 
plantas haploides iu~ron producida,. a partir de tejido 

haploide de callo que a su vez proliferó de grano,. de polen. 

Parll establecer el e5t .. do de d~11arrollo d~l polen más propicio 

para desarrollar <;dilo, cultiv<~ron varias anteras conteni,.ndo 

cada estado de dellarrollo pollnico, desde arqu•11ooras hasta 

granos de polen maduros. 

Ninguna de la~> anteras que contenlan granos de polen 

<~ntes del 1>stado de tetrada o después d~l estado binucleado 

produjeron t~jido c~lloso. Este se obtuvo sólo de granos d~ 

polen en estado uninucleado. Chen (1977) y Sun (1978) 

(citados por Zapata ~ ~., 1991) con1irmaron qu• cuando las 

"nteras están en e11tado binucleado no producen callo o lo 

hac"n con poca frecu~ncia y, qu~ ad~mfl!'l, ,.n e11te ca"'o, 1" 

ma~oria de plantas r01generadas son albinas. Sin embar.go Merey 

y Zapata (1986) pudieron inducir anteras que contenlan polen 

en .,,.tado binucle;odo tempr .. no y tardio, a rer,¡enerar c.ollo 

aunque reconocieron que el porcentaje fue menor qu" cuando se 

utilizaban .onteras con polen en estado uninucl,..ado medio "' 

tardlo. E:sto5 resultados concuttrdan con los de otro!< autorttso, 

quienes ob~<trvan que existe una mayor producción de callo y 

reo;¡eneración de plantas verde!!, cuando 11<1 cultivan anteras en 

11' etapa uninuclead" tardi". 

Sin embiOr<Jo, determinar .. 1 c:orrec:to estado de desarrollo 

del polen de las "nter"" ~~~ diticil, pu01s inclu11o den"Cro de 
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un .. mi'""" 11or~cillo!1 "'"pueden encontrar granos de polen en 

diferente est .. do de de5arro\lo, incluso tan alejados como en 

est .. dos tempr .. no uninw::l.,.,do a tard.io binucleado (Merey y 

Zapat .. , 1986). El astado de desar-rollo nuclear puede ser 

apro~imado hilsta cierto t;¡rado, por a111unas carac:teristicas 

externa5 de¡,. espiguilla, como la dist .. ncia entre la auricula 

de la hoja bandera ~ J¡¡ ilurit:ula d« la hoja siguiente (Oono, 

197::1; citado por Sunderland y Dunwell, 1977; Merey y Zapata, 

1986). Merey y Zap .. ta (1986), determinaron que no .,;e puede 

correlacionar la distancia entre auriculas con el estado de 

d~esarrollo del polen ni con la eficienci" de producción d"' 

c10Jlo aunque encontr,.ron que distancias entre 7 y 8 cm entre 

auri~ula~ produj~ron más ~al lo en las variedade~ Taipei 309 y 

Kulu, respectivamente. 

Ochoa (1990) determino que antera~ más vieja~ sufren un 

decremento en la produccion de callo y que al re~enerar~e se 

presentan m~,. anorm,.lid.ade!O. Por otra parte, el estado de 

de~arrollo del polen puede afectar la ploidia de las plantas 

re¡¡P-nP-rad"!l, alon cuando éstas sean verdes. 

B. fa~tores ambiental§S 

Aún cuando .,¡ ot,;;tado d" desarrollo d~>l polen s.-a el 

adecuado, la respuesta de las anteras se puede ver ate~tada 

por otras variubles, y una de las más importante" es el .. stoodo 

ii~iológ.ico d"' la planta donadora: las condi~ion"s b;ojo ¡.,,. 



cuales crece tienen un pro-tundo e-tec:to en el nUmero de ant~r11s 

que r"e>Spcnden con la form!l<:ión de callo o plántulas ,.¡ ser" 

cultiv,.das. s .. gun Dunwell (1976), quien tr;abajó con Nicoti;an" 

tabacum (tabac;ol y Bernard (1977) trabaJando c;on trit.icale 

(citado5 por Collins y Gencvesi, l98:2), el -totoperiodo, la 

alta intensidad luminit:a y la temper"atura, son factores que 

influyen en el nUmero de plántul"s producid.,~; por ante>ra. En 

muchas ocasiones se c;onsidera que el ma.t<trial vegetal que 

provie>ne del campo es más viooroso y da meJores resultados que 

el de clant01s <::ultivadas en c::Omar«s de cr~;>cimiento, empero 101 

variación de luz, temperatura y humedad durante el cultivo, 

dificultan la r .. producibilidad de los resultados m vitre 

(Oc:hca, 1990). 

Otras condiciones qu,.. p;;ore<:E'n afectar,.,.~;;,. re>spuest;;o. son 

el est;;;do nutri<:ional (Haberle-Bors, 1979; <::itados por Collins 

y Genovesi, 1982) y la eda.d de la planta (Sunderland y 

Ounwell, 1977). Estas variables pueden explir;ar, e>n parte, las 

di"ferenr;ias estacionale¡:¡ observadas en las respuesta" del 

pelen)' de anteras (Bernard, 1977; Durr y Fleek, 1980; cita.do5 

por Collins y Genove>si, 198:2). 

Se h" propue!<to una t~toria para ,.,.,plic:6r cómo cierto5 

"facton•s "mbi en t01l es in11 u yen "'" la forma<::ión d"' una pob 1 a r;ión 

dimórfi<::a de granos d .. polen pe>que>ños y norm;ales durante la 

floración t~tmprana; estos 11ranos de polen p"'queñcs darian 

origen a la -tracción .,mbrio<;¡énica. Sin "'mbargo eX15t .. n 

controversia,. en este punto, pu .. s otro,; autores, como Dunwell 



" 
(1986), p.i~ns<oo que> Jos gr-iloos de pol .. n tan paquaño .. , no 

tienen la .:apacidad de producir plantas haploides Yill 

ernbriogénesis. 

C. pratratamic>ntos a la planta donante 

otra a~uda para iol':rementar el ootencial embriogénico de 

l<os anteras 1 del poleo es someter a la planta donante o los 

botones florales a tratamientos fisicos o qulmicos antes da 

ser removidos. 

Sunderland (1978) (citado por Collins y Genovesi, 1982), 

halló un incremento de la respuesta del polen cuando sometió 

" las plantas maduras a bajils concentraciones de nitrógeno. 

Hay también cierta evidomo::ia de que manteniendo los 

tallos con -tl ores en soluciones nutritivas, •• 
incrementtor la respuesta de l¡u; llnter"" (Suoderland y Dunwell, 

1977). 

La util.izac;ión de tratamientos c;on <:hoques de frie a las 

ant~ras de arroz, ha c;ontribuido a increm~ntar la eiicien<:ia 

en el nUmero d,. anteras qu~ pr-oduc:en c;illlo y luego se 

diferenc;ian ~n plantas verdes. Temperaturas de e~c por o<:ho 

dias ha inc;rementado Ia produc;ción d,. callo de las ant".-"" 

{Zapata !:3. ¡U,.., L991). Tratando las anteras oor 14 di,.s 

obtuvieron de igual manera una alta eiic;ienc;ia, pero en este 

caso se incrementó también el nUmero de pl,.ntas albinas que 

r"'gen.,.raron. T"mbién "e h., .... t.udiado .. 1 '"tecto d..- somete.- " 

las panicul"s" enfriamiento Antes d'"l cultivo d'" las anter .. s, 
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anteras de arroz y Alán (1974), trabajando con anteras de 

Nicotiana sp. encontraron que los tratamientos con choques de 

frie no t .. nian ningún efecto sobre la inducción de las anteras 

~ regeneración de plantas. 

Zapata di!!.- (1986) determinaron que trat.;;mientos con 

radiación podian ocasionar alteraciones genéticas favorables 

en cuanto a la capacidad de las antQras a regenerar plantas 

verdes, cuando estas provenían de semillas tratada5 con rayos 

Gamma. Estudios preliminare5 demostraron la t .. ndencia de los 

cal los deo estas ante-ras a re-generar plantas albinas. Al 

cultivar las anteras de las plantas originadas a partir de la5 

semillas irradiadas con 20 krad de rayos Gamm¡¡., la producción 

d"' c¡¡.Ilo y d" plantas albinas disminuyó, p"'ro fu., el único 

trat .. mi<>nto que indujo a los callos a n::generar también en 

plantas verde-s. En otro experimento de los mismos autores, al 

cultivar las anteras en medios acondicionados con glucosa, se 

incrementó la producción d" c10llo con rel10ción a los medios 

qu., no tení"n O!ste- az(ocar. Sin emban;¡o también se incr<=mentó 

la regen<=ración d<= pl10ntas albina,; y no produj<=ron plantas 

verdes, lo qu"' sugi<=re qu" hasta cierto punto, la glucosa 

inhib" "1 efecto de la radiación. 

D. Condiciones de incubación 

Las vari10bles más considerad10s son la temperatura y la 

luz. A pes10r d., 110 poca y antagónica inform10ción respecto a 

los puntos óptimos, se considera que temoeratura5 de 25~c a 



30<>C ,;on buenos, y periodos de iluminación desde el ini<:io del 

cultivo de las anteras (16 hr luz/ 8 hr oscuridad) o después 

de un corto periodo de inducción con oscuridad. Man Si Wang y 

Zapata (1987) obtuvieron buenos resultados al incubar las 

anteras cultivadas en la oscuridad entre 26~c y 27~c. Aunque 

otros estudios reportan condiciones de luz tenue a las mismas 

temperaturas (Mercy y Zapata, 1987), Shahjahan, Karim ~ Miah 

(1985), hallaron también una diferencia significativa entre 

cultivar anteras de la variedad Pajam bajo luz (2.21- de 

producción de callo), contra inc:ubarl;,s en oscuridad (7 .01. de 

producción de callo). Estos autores aseguran qu"' el incubar 

las ant.,.r<~s b<~jo luz o en la o.,;curidad, arroja result ... dos 

difenmtes, lo cual indica en apoyo a ot.--os cutores, que 

mediante la manipulación de las condicione,; de cultivo se 

puede incrementar la capacidad para formar callo; <~1 incubar 

las anteras en 1<> oscuridad, se incrementó la regener-ación de 

plantas ver-des, aunque en términos generales también se 

incrementó la regener-ación de plantas albinas. 

Otras variables de incubación que' par"c"n af.,ctar la 

respuesta, son la posición de las anter<os en el medio 

(Sunderland y Dunw.,ll, 1977¡ Merey y Zapat<~, 1987), su 

densidad en los T.-ascos de cultivo (Poul,.tier, 1974; citado 

por Sunderland y Dunwell, 1977) y el volumen atmosférico de 

los frascos (Sunderland y Dvnwell, 1977). De .:~cuerdo con ellos 

el ambiente g<~seoso determin<~ la conducta del polen, pues al 

cultivar las anteras, éste se remueve y pasa de un ambiente' 



básicamente anaeróbico a uno aeróbico, lo cual puede inducir 

a un c:ambio del des,rrollo gametofltico a un desarrollo 

esporo1ltic:o (Sunderl,nd y Dunwell, 1977). Estos autores c:itan 

" Wang et hl· ( 1974) quienes a su vez in1ormilron que al 

incluir ácido '2-cloroetil1os1ónico (1uente de etileno) en 

c:oncentraciones entre 8 y 40 mg/L en el medio de cultivo se 

incrementaba la respuest" de las dnteras de arroz en 

aproxiamdamente tres veces. 

Sin embargo, las tasas de respiración y posiblemente de 

la evolución del etileno, difieren entre especies y es 

necesdrio realizar estudios más específicos sobre este tópic;o. 

Con respecto " las condiciones especi1icas de lu;o: y 

temperatura para inc;ubar callos inducirlos 

regeneración, tampoco hay mdyor información. Man Si Wang y 

Zapata (1987 a) obtuvieron buenos result,.dos al incubar callos 

b"'jo luz continua (3000 lwd y a temperaturils entre 26=c y 

27=c, sin embarQo, Shahjahan, Karim y Miah (1985), logrdron un 

incremento de regener,ción de pldntas verdes cuando los callos 

se incubaron en la oscuridad. 

E. Medios d" cultivo 

La composición del m"'dio de cultivo es otro 1ilo:tor 

importante en la produco:ión de callos y plantas de arroz a 

partir del cultivo d" ant".-""· 

En 'JO.ner"l lds espeo:ies vegetalecs utili>:ad"'s en los 

cultivos de tejidos, se pued,.n separar ecn aqu.,llas que 
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requieren un medio basal simple (MB5) que contiene minerales, 

vitaminas y azt'H:ares y "quc>llas que> n<><:E'sitan un medio que 

contenga un estimulo i>.dicional, en forma dC? hormonas o de 

reguladores del crecimiento. Entre .. stas tenemos a su ve;.z, las 

especies hormona-independientes y hormona-dependientes. En el 

prim .. r grupo, r .. s hormonas necesarias deben orovenir de- la 

par<>d de la antE>ra o del propio polen, pues d"' acuerdo con 

Ochoa ( 1990), se presume que la par® sintetiza algunos 

compuestos que se liberan en <?1 medio y promueven la 

embriogénesis; por lo general a este grupo p<?rte-necen ""P"cies 

dicotiled6neas. Se ha informado que concentraciones bajas de 

au><inas, citoquininas y ácido abscisico pueden incrementar la 

indu~~ión del polen a formar callo y que altas concentraciones 

pueden inhibirlo por completo. 

Al grupo hormona-dependien-ces, pert"'""'~"'n g"'neralmente­

las monocotiledóneas y cie-rtas dicotile-dóneas como las de- los 

Erassica sp. y Asoaragus sp .. E:n este caso, las 

auJ<inas tienen un papel mas relevante mientr10s que el d"' las 

citoquinin10S y otras hormonas aUn no €'Stá muy claro. Ade-más de 

estos compuestos, mu~has ve~es .,¡ m¡¡¡dio tie-ne que ser 

suple-me-ntado con otros tactores de cr¡¡¡cimie-nto como e-xtracto 

d .. le-vadura, agua de coco, e-xtracto de papa, proteinas y 

ácidos nucleicos hidrolizados y amidas como glutamina y 

aspar¡,gina, los cuales ad¡¡¡mas de incrementar la tasA de 

cre-cimiento del callo proveniente del polen, increment<~n 5U 

potencial r¡¡¡generativo. Tambi!?n se ~onsidera el hier<'o (Fe) 



como importante en los medios de cultivo. 

El desarrollo del "'"'dio N6 (Chu ~ti·, 1975; citados por 

Genovesi y Magill, 1982), en el cual la relación 

nitrato:amonio-nitrógeno es óptima para inducir producción de 

callo, es de gran utilidad pues se ha encontrado un<~: mayor 

respuesta de las anteras. Se- ha comprobado que el incrementar 

1'< c<o;ntid'<d do¡. nitr'<to y dismin\.>ir 1'< concentr-'<ción de <o;monio 

acarrea o:onseo:u .. ncias positivas (Chu .. t u., 1975) (citados 

por Sund<?r lund y Dunwe 11 , 1977) . 

Anteras de tabaco y cebada prodUc!O'n más callo si el medio 

ha sido oocondicionado. Este medio acondicionado consiste 

básicamente en un medio ElO, en el cual se diluye otro medio 

(B5 o de Gamborg) llamado medio de acondicionamiento y en el 

que se han cultivado previamente anteras maduras (granos de 

polen con gránulos de almidón). Zapata gj;. U., (1985) 

d!O'terminaron que se incr!O'mentaba la producción de callo para 

la variedad Taipei 309 cuando se usaba la proporción de 1:8 

(medio B5:medio E10) en 1,6 veces más que el testigo (medio 

ElO puro). Sin embi'lrgo, la proporción 1:2 resultó más eficaz 

en cuanto a porcent<~:je de plantas regenerada:;. Nitsch '1 

Norreel (1973), al añadir extracto de anteras embriogéniCa$ 

tambien obtuvieron buenos resultados. 

Un problema en el cultivo de anteras de arroz, es la baja 

frecuencia con que se encuentra tormación de callo '1 aunque 

ést<~ se puede incrementar <~1 cultivar en medio liquido, muchas 

Yeces son poc<~s las anteras que responden. Zapata y Torrizo 
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cultivo, inducE1n a l<os ante-r<><s a producir mayor cantidad de 

callo y se pueden regenerar mayor cantidad de plantas ve¡rdes, 

aunque también se incrementa la frecuencia de plant"s albinas. 

El azúccr, de acu.,rdo con Sunderland y Dunwell (1977), parE/e"' 

n•gUIOtr también el potencial osmótico de'l medio y permite 

mayore-s absorciones de auxinas. 

Al omitir el agar en los me-dios de cultivo, ,;e h"' 

obtenido un incremento en la producción de plantas (Zapata et 

&·, 1991). Con las anteras d"' Nicotiana también se han 

encontrado diferencias en la respue¡st.s al medio liquido o 

semisólido (Wernichke y Kohlenback, 1976; cita.dos por Zapdta. 

et ª-1_., 1991). Estos irrvestiga.dores opin"n qu¡¡o se puede lograr 

una producción de callo más eficiente en los medios liquidas 

pues, aunque la producción de callos en medios semisólidos es 

alta, el número de granos de pol.,.n .o<<:tivados para s"'guir la 

via d., la androgén.,sis .. s min~mo, lo qu"' se puede deber tal 

vez a la competencia entre los granos de polen (6 anteras/mi). 

Mediante el uso de un medio liquido es posible redw::ir al 

min1mo la competencia entre éstos (1 antera/6-7 ml), y se 

permite que e>l callo 1ormado dentro de la ante>ra se sumerja e>n 

el medio de cultivo. El medio liquido ti<>n<> a su v<>z otras 

ventajas c:omo la de permitir una dispersión más rtlpida de 

cualquier compuesto nocivo que produzc:an los granos de polen 

muertos, disminuy<>ndo su e1ecto, y la de facilitar la entrada 

de los nutrimentos. 

Por otra parte, se s;;obe que ,.¡ agar comercial p~..<.,.de 
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cont~n~r contaminantes que 1mpiden el de5arrollo del polen. 

L~ adición de c:arbono activado, puede ser un factor clave 

poora increment"'r la producción d" callo o plántulas, pues este 

adsorberia los compuestos inhibitorios (Tan.:.koo, 1971; Nakamura 

e Itagaki, 1973; Anagnostakis, 1974; citados por Sunderland y 

Dunwell, 1977). 

Shahj a han et ;ll.. , ( 198 5) , nos demuestran tina !mente 1 a 

importanci<~ de la composición del medio de cultivo, pues 

det•orminaron que gomotipos iguales respond.ian de di íer .. nte 

manera en cada uno de los medios que ellos usaron. 

Entre los "'"'dios pa.-a la regeneración de' callo, el más 

c:itado por ¡,. Iiter,.tura es el de- Murashig" y Skoog (MS) _ 

En un estudio sobre re>g<mE'rac:ión de callas, Zapata et 

,;D_.., (1991) determinaron que se producian más plantas verdes 

en un medio E24, que es un medio de Gamborg (1968) modificado. 

Tomo.ndo en considero.ción lo.s observaciones de lnoue et ,;D_.., 

(1979) y de Y«o et ,u.., (1981) (citadas por Zapata~ g., 

1991), la mayor eficiencia de regeneración de plantas de los 

callos inducidos con este media, se pu,.de deber a la presencia 

de 2,4-D, el cual acel-.ra la producción de brotes de arroz al 

aum-.ntar la sintesis de citoquininas. Esta condición puede 

producir una relación óptima au~ina-c.itoquinina, ¡,. cual es 

nece.sari<> p«r« la inducción de los brotes. Podri<> suceder q\Je, 

en gr<>nos de pol-en seleccionados por su capacid<>d para 

producir callos "'1 tamen te embriogénicos, 2,4-D 

desencadenara es<> producción. E"lto apoya la ob"5erv..,ción d~ Woo 
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y Su (1975) (cita:dos Zapata et El_., 1991} de qu" en e>l a.rroz, 

los callos inducidos a partir de ant.,ras que se han cultivado 

en un medio con 2,4-D, y posteriormente se han sembrado en un 

medio sin reguladores de crecimiento, tienen la capacidad para 

regenerar plantas. 

T<>mbién pa.rat luorofeni !.a 1 omina 

adicionada al medio, pued"' estabilizar o s"'le>ccionar las 

célula~ haploidE's de los callos (OchoO<, 1990). 

F. Genotipo de la planta donante 

La androgénesis es un factor muy relacionado con 1« 

constitvción genética; de las esp.,.ci..-s. Asi, miembros de ¡,..,. 
famili"s Solanao:eae y Gramine""" tienen relativa facilidad para 

la ro.~ener;;~ción in vitro (0-choa, 1990), pero pueden e>><i.,tir 

diferencias incluso entre variedades d~ una misma ~sp~o:ie. 

Este o:ono:epto lo defienden Zapata y Torrizo j1986), qui~n~s 

consideran arroz tipo indi¡:a ¡:omo variedad 

recalcitrante debido a su baja capacidad para producir callo 

y r~gen~rar lu~go ~n plantas verdes. 

Para algunas especies c::omo ~ ~ (m,.i:z) (Miao et ;U_., 

1978) , Hordeum vu lgare- j ce-bad"') ( Wenze 1 et M· , 1977) , Sol anum 

tuberosum ( papa) ( Jacobs•m y Sopor y, 1978) j Citados por 

Collins y Genovesi, 19821, el g~notipo de la planta donante es 

un factor importante en 1<:< respuest<:< d"' l<:<s <:<nt~r""' <:<1 5Er 

cultiv<:<d<:<:"l in vitro, y por lo t<:<nto puede ser U5ado P"~""" 

mejorar la Capacidad productora de callo y la cap<><::id"d de 



~stos callos a r~g~n~rar ~n plantas v~rdes. 

En papa, genotipos de baja respuestas .. han cruzado entre 

si, con lo cual se ha incrementado significativam~nt~ la 

r~spu~sta d~ las anteras cultivadas. Collins y G~novesi (l982) 

citan también a ~rnard (1977) para explicar que en triticale, 

la heterocigocidad parece importante en la respuesta de las 

anteras, pues se ha observado un mejor desemp~ño de éstas en 

poblaciones F2 que las de lineas F7. Haploides duplicados de 

trigo pueden responder mejor que las lineas parentales y los 

hibridos Fl de estos haploides lo hac~n todavia m,.jor (Picard 

y DeBuys~r, 1977; citad'"' por Collins y G"'nov .. si, 1982). 

Cultivares de Oryza sativa (arroz) con esterilidad masculina 

(Ling et ;!l_., 1978) y Lycooersicon esculentum (tomate) (!amir 

E't al· , 1980) (citados por los mismos autores) , han dado 

bueno<s resultados cuando se C\-'1 tivO<n sus O<nt .. ras. Como un" 

e~plicación posible a la diíeremte respuest<>. de ciert<>.s 

especies o variedades en el cultivo de anteras, se ha 

propuesto que ciertos genotipos poseen un aminoácido endóg~no 

particular que permite la inducción embriogénica (Dunwell, 

1986}. 

De acuerdo con Sangwan (l978} (citado por Collin<> y 

Genovesi, 1982), en cultivos de Datura metel, durante la fase 

de inducción de formación del embrión, el 717. del total de los 

aminoácidos libres, consistia de treonina, serina, ácido 

glutdmico, prolina y ácido Y-aminobutiriLo y, además, durante 

el curso de la embriogénesis se observaron cambios en los 
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nivelets de aminoácidos. 

Bajo condic;icmes similares d" cultiYo, c"d" uno de lo!i 

genotipos de arroz e~aminAdos en un ensayo, mani1estaron sus 

propias caracter i sticas 1• relación olántulas 

V~?rdes:;;olbino,. (Wang U 11\l,., 1978; citados por Collins y 

Genovesi, 1982). Picard y DeBuyser "" 1977 (citado" pe; 

Collins y Genovesi, 1982) trabajando con trigo, determinaren 

que al cultivar anteras producidas oor haploides ouplicados 

producían du dos a tres veces más plántul"s verdes que ¡ .. ,. 

lineas parentales. Esto sugiere la e~istencia de una base 

genetica para ttl f .. nómeno del albini!>mo, que es obse.-v,.do 

comónmente en las monocotiledóneas. 

Algunos investigadores .hl!.cen hincapié' lfn las diferencias 

qUE" ""'isten entre los genotipos de arroz con respecto a su 

capacidad para producir callos o olantas. 

Zapa ti> c..t. &· (l991) cor.-oboraron ""t" punto de vi~ta 

pues en un .... tudio con dos Vdriedades, bc;jo las ml¡;;m.o5 

condiciones y medios de cultivo, dcosc:ubrieron que la respuesta 

de los gl!'notipos era diferonte, ya que el ndmero de planta" 

regeneradas a partir de la variedad Giza 170 era casi el doble 

que las reQI!'neradas con la variedad Taipei 309-

Por otra parte y de acu .. rdo con K .. rim "'t &- (198!i), el 

arroz tipo indica tien., une eficiencia de producción d,. callo 

relativamente baja y en la mayor1a de lo~ c:.osos el porcentaJe 

de plantas v~rdes reg~neradaa es cero. Otro estudio hecho por 
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Ka.rim et e_L (1987) con nuev"' variedades tipo indica y <:inc:o 

Cr"UC:eS F2, confirma la diferencia en la capacidad de 

regeneración de los callos producidos. 

G. R.,.g,.nerac:ión de plant.;,;s 

La produc:ción ct .. ca.llo y su c:apacidad regemeradora 

disminuyen con la edad del cultivo de anteras (Guiderdoni et 

e.l· , 1990) y con 1" edad del <:al lo í sunder 1 ;;o.nd y Dun..¡'"¡ le , 

1977). Esto es debido tal ve:>: a '-''"' disminución de los 

nutrimentos disponibles en el medio no renovado, a. una 

concentración de compuestos tóHico-s producto de las paredes 

senescent,..s d" las anteras o a ambos factores y que esto varia 

dependiendo de la variedad. 

Man Si Wang y Zapat,;, (1987 <>) a pesar de compartir el 

concepto ct .. la disminución de l-e< cap«cidad regene-r<~dora de los 

callos al .incre-memtars5' su edad y de haber determinado que 

callos provenientes de inflorescencias jóvenes r~g~neraban un 

poco mejor que aquellos provenientes de semillas maduras 

descasc<!radas aUn cuando los prim5'ros eran más viejos, no 

encontraron una difonmcia signi-ficativa entre la capacidad de 

los dos tipos de explante. Por lo tanto los autores 

consideran, que d5' no existir realmente diferencias, y d~sde 

un punto de vista práctico, l"'s semillao; madurao; son una 

fuente de explantes mas conveniente que las inflorescencias. 

Y"- que pueden alm-'ICIO'narse y estar disponibles "n c:ualqui"r 

época d"I año. 
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Man Si Wang y Zapata (1987 b) encontraron que se podla 

incr .. mentar la respuesta de lo~ callos prov .. niente5 de ant01ra" 

de intloresc!i'ncias jóvene,; y de semill<"' maduras de Qry~,a 

perennis Moencn, al añadir una concentraci6n de 4 mg/L de GAP 

al medio de cultivo. 

En genar"l, los ca.llos que provienen da! cruces indica por 

japonica tienen un potencial morfogenico mAs alto (capacidad 

de regenerar pl>~ntas verdes) an la sem01na sexta después del 

cultivo de la5 anteras, mientras que los callos proveniente" 

del cruce laponica por japonic,., tienE'n sou mayor potencial a 

1"- cuart" ""mana y de ahí en adeJ.ont .. este decrece. Sin 

embar-go, ef!to" datos requi~tr-en de un estudie;~ más especifico 

para cada variedad o linea, 

H. Pr¡u:tic;¡,bilidad del cultivg de anteras 

La salinidad del su~lo es una de las principales causas 

que reducen ta productividad del cultivo de arroz en mucha" 

área,; de Asia y AmE-rica. El cultivo de anteras puede 

complementar le.s técnica,; de mejoramiento para producir 

mutantes qult ,;,..,n tolaorantes a esta condición. El primer 

informe sobr,. regeneración de plantas Yerdes a p"rtir de 

e:"! los expuestos a concentraciones de sal por largos periodoso 

(Zapata y Abrigo, 19861 "'1 iment11 ..-es u 1 tado!l pr-omisor-ios, pu,.s 

a pesar de que ""' pudo inducir a estos callos a regenerar­

plantas verde!!, morian "'" poco tiempo cuando""' las c:ultiVII.bA 

en medio!! con diferent~" concent..-ac:ioneti dli' NaCl y las que 
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sabrevivian no eran mutan tes verdad,.ros. Con esto se determinó 

célUIOts callo sólo ajvstadac 

fisiológicamente al NaCl y que no hay relación directa entre 

la tolerancia. a niVE'l CE'lular y la I:Clleranc:i" a niv"l de 

planta. 

En la actualidad se han regenerado más de 8.000 plantas 

a partir del cultivo de >mtera5 en el IRR! incluyendo 

haploides, diploides y poliploides. También se han producido 

más de 4.300 lineas derivadas de variedades y cruces de arroz 

de clima templado, tr'opical, de inundación, l:olerante5 al fria 

y a problemas del suelo. Por ahora se están llevando a cabo 

e;<per"im.,ntos de> co.mpo con estas lin .. as y el IRRI suplirá de 

s .. mill<>S para estudios de caracterización 

mejoramieonto de la tolerancia a factor"'s ambi,.ntal"'s (Zapata, 

... t i!.L· , 1985) . 

Por otra parte, lRRI, cooperación 

Administración Desarrollo Rural '• Korea, está 

desarrollando variedades de arroz tolerantes al frio y al 

acama, por madio d"' estos proc:edimi,.ntos. 

La técnica t<~mbién e-stá siendo utiliz<~da para des<~rrollar 

v<~ri,.dades resistentes a sequia y para increme-ntar la 

tolerancia a suelos salinos y con altas conc:e>ntrac:ion"'s de 

aluminio que son probl,.ma,; en muchas "";tion"'s de Asia y 

América Latina- En término,; generales, se busca también cre<>r 

mutantes samaclc:mal"'s por medio de la r"'<:l"'""''ación de plantas 



para mejorar las variedades tradi~ionales pero resistentes o 

in~rementar tolere~ncia pero 

susceptibles. 

Otrc éxito considerable se h« tenido al identificar la 

parte del embrión que origina el ~allo embriónico y en 

incrementar la eficiencia de inducción somática del embrión 

(IRRI, 1985). 

I. Una metodologia para extraer ªnteras 

Debido a la baja eficiencia de las anteras para regenerar 

plantas, muchas veces es necesario cultivar miles para obtener 

una población lo suficientemente grande en la que se puedan 

hacer selecciones deseables, por lo tanto aislar las anteras 

se convierte en una actividad pesada, aburrida y dificil y 

muchos investig«dores la tachan de impráctica. Raina y Hadi 

(1987) idearon un método con el que pueden aislar un 807. de 

las <ont.,ras en menos del 507. del tiempo emple<odo con los 

métodos tradicionales. Ellos usaron """ botella 

<olimenta~ión para "'nimales enjaulados de 125 ml hecha de 

polipropileno o polimetilpentano y le adaptaron un tubo de 

acero de 3,5 cm de largo " la tapa de rosca. Desde la base 

hasta unos '3/4 de la altura totill de la botella, hicieron 

r•muras de 1,5 mm de ancho y de 3 c:m de l<orgo en cvatro 

columnas y separados 4 mm entre si. Cvando la~ florecillas se 

a1;¡itaron en la botella las ranuras deJaban P"'"o a las antsr"'s 

mientras que ras glumas vaci"s quedaban d .. ntro. Al sacar la 
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botella, la5 anteras reo::olec;tada" qu'"d"b"n flotando en el va»o 

de precipitaci6n de 500 ml lleno de medio liquido. 



II!. MATERIALES Y METODOS 

A. VARIEDADES. UBICACION Y SIEMBRA 

Se utilizaron anteras de seis variedades norteamericanas 

de arroz recientemente introducidas a Honduras (Cuadro 1). más 

la vari,.dad CICA 8 que se ha cultivado por muchos años en 

Amér"io:a c .. ntral, y que se usó en el experimento 3. 

Cuadro l. Var"iedades de arroz que se utilizaron 
para tratar" de obtener plant~s haploides. 
El Zamonmo, Honduras, 1991. 

VARIEDAD PROCEDENCIA 

RICO Univ. Arl<ansas 
LMNT Univ. Arkansas 
NWBT Univ. Ar"k«nsas 
KATY Univ. Arkansas 
TBNT Univ. Arkansas 
MARS Univ. Arkansas 
CICA ' CIAT 

L~s variedades se sembraron en terrenos de la Escuela 

Agric::ola Paname~icana (EAP) ~l 8 y .,¡ 22 de junio, el b de 

julio, el 7 de agosto, .. 1 29 d"' noviembró!, el 10, 2~ y ~1 do.> 

diciembr"' y el 4 de enero en 1.- terr<~z<~ 2 del Departamento de 

Agronomia. Las diferentes techas de siembr.- tenian el oJnico 

propósito de a.segur.-r un.- fuente const,.nte de anter"as. El 

tamaño de la parcela tue de 9x6 m y se la dividió en tres 

partes de ~xb m. Posteriormente, s~ sembraron cuatro parcelas 



m~s de 1~ mlsm~ dimensión. Todas las semlll~s p~r~ la si~mbra 

fueron pretratadas c:on una soluc:ión d~ M10rshall (Bu,.an + 

Malat:iónl par" pr,.v-.nc:ión de hongos e inslfctol'. L"s parcelas 

•• m~ntuv ieron condiciones secano, regándolas 

dl~rl~ment" con mangueras, h10sta que las pl10ntas alcanz10ron 

unos 20 cm d~ altura. Luego fueron inundadas. 

Las pl10ntas se fertilizaron con 18-46-0 a razón de 60 g 

por parcela ill momento di!' la Si~>mbra y 30 g por p<>rc~l" 15 

dias después de la misma. Se fumigaron con una solución d1t 

Agrymicin 500 más Bemlate p~ra pr..-vención de hongos y de! 

bacterias. 

Los cultivos de antl!r"s se hicier"on en el Lillboratorio de 

Cultivo de Tejidos de la EAP. 

B. METODOS DE CULTIVO 

1. Desinfección del material VI!'Qetilll 

AproMimad~mente dos di"" ~ntes de que !H? abrieran 1 ~s 

pillnic:ula" (floración) (Cuadr-o 2), •• recoleclOar"on , .. 
panir;ula" y lue.-on llevilldiliS al laboratorio. AnlO"s d~ ser 

c:ultivad""• las paníc:ulas ,..,. sumer"gi<!r"on por 20 minuto,. an 

agitación conatante en Un<~ solución de hipoclorito de sodio ;ol 

l% en volumen (v/v) m;los una!l gotas de To.o•en-80 c:omo •gente 

humectant~. t.u~go se llevl'ron a la c;lomar• dtt transferenci.,!l o 

d~ flujo laminar y se l~va~on por lo menos tres veces con agua 

bidestill>da estéril. 



Cuadro 2. Dias a tlorac~ón d~ las variedades 
usadas en los ~xp~rimentos. 

Var"i~dad 

NWBT 
MARS 
RICO l 
KATY 
TBNT 
LMNT 

Dias a 
flor"ación 
e,sperados* 

90 
90 
'9 
90 ,. 
n 

Dias a 
'floración 
observados 

'o 
" 98 
80 

" 80 

x Fue,nt"'' Corral, L. Comunicación pe,rsonal. 
Escuela Agricola Panamericana, 1991. 

2. Crist,..leria 

Se emplear"on 'fr<>.sco,; de vidr"io de 125 ml con tapas 

herméticas para el pr"im"''" exp.,r"imento y tubos de ensayo de 

18x150 mm par"a el segundo. También se usaron platos de Petri 

para realizar las disecciones. En la pr"epar"ación de los medios 

se utilizaron vasos de precipitación, pipetas graduadas, 

probetas y balones aforado~. 

Todos los instrumentas, crist"l"'ria y los medios, S!? 

esterilizaron en un autoclave a 1,06 kg de presión por cm"' 

durante 20 minutos. 

3. Disección y cultivo 

En la cámara de transferencia, previamente desiníectad" 

con "'lcohol etilico de 95/. de pureza, se, "'brieron las 'flores 

con la ayuda de pinz"'s y agujas hipodérmicas (a manera de 

bisturi .. s), bajo un estereoscopio, y se disecaron lils anteras 

evi tanda en lo posible causar daño al tejido y tratando de 



d.,jar la m•mor cantidad de -ti lamento (tejido diploide), pa,-., 

evit.,,- que se regener.,ran callos o plantas diploides. Otras 

anteras fueron obtenidas cortando la parte distal y basal de 

la florecill". Luego se pasaron a los frascos o tubos de 

ensayo. Para sellar los frascos y tubos se utilizó Paratilm®. 

Los instrumentos se enjuagaron con alcohol de 951. y se 

flamearon con la ayuda de un., lámpara de alcohol. 

4. Area de cr .. cimiento 

Luego de ser cultivadas, las; anteras se incubaron "n la 

cámara de crecimi.,nto. A excepción d" aqu.,llas que ""' 

preincubaron en trio y oscuridad (expS'rimento 2), las demás se 

incubaron a una intensidad lumlnica de entre 2000 y 3000 lux 

dada por tubos de luz tluore5cente, a zsac, más o menos 1~c y 

con un totoperLodo de 16 horas luz por 8 horas oscuridad. 

C. CULTIVO DE ANTERAS 

Se r .. alizaron tres experimentos. En el primero se probó 

el medio de Murashige y Skoog (MS) (1962) semisólido (Cuadro 

3), en el que se estudió el efecto de la interacción de una 

citoquinina, la 6-furfurilaminopurina (KIN), con una a.uxina., 

"l ácido naftalomoacético (ANA). En "'1 Cuadro 4 se presentan 

las dosis y combinaciones usa.das. 



Cuadro 3. Composición quimica d~l medio nu~ritivo 
d~ Murashige y Skoog (MS). 

Macronutrimentos 

NH.,NO:;, 
KNO"' 
CaCl,..2H,O 
MgSO ... 7H,O 
KH,,;PO., 

Micronutr im'i?ntos 

" Ho.BO,. 
MnSQ..,.4H:O 
znso.._. 7H"'o 
Na,Mo0~.2H,O 

CuSO ... SH:O 
CoCl:.6H:O 
EDTA (Versenato) 

Vitaminas y hormonas 

Inosi tol 
Acido nicotinico 
Piridoxina.HCl 
Tiamina.HCl 

Sacarosa 

pH~ del medio 

mg/L 

1.650 
1.900 

'" "' no 

mg/L 

0,83 
6,2 

22,3 
8,6 
0,25 
0,025 
0,025 

43.0 

mg/L 

wo 

'·' '·' o,' 
30.000 

mM 

20,6 
18,8 
3,0 

''' ',2 

"' 
' wo 

'" 30 
',O 

'·' '·' wo 
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Cu~dro 4. Combin~ciones de auxinas y citoquininas en el 
medio de MS usadas en el estudio. 

ONO mg/L 

kinetina mg/L o ' 
, 

o 0:0 0:1 0::2 

' 1:0 1 : 1 1::2 
2 2:0 2:1 2:2 

El medio se ajustó a un pH de 5.6 y se colocaron 15 ml en 

cada frasco. Una vez esterilizados, se cultivaron de 5 a 6 

antE!.-aS en cada uno, siE!ndo cada f.-asco una repetición. Además 

se estudió el efecto de un pretrataroiento con frie de 7=C a 

las anteras por O, 4, 8 y 12 dias. 

Las anteras se transfirieron después dE! 10 sE!manas d" 

cultivo, en vista d" qu" no s" .-eg,.neraban y suponiendo que 

los nutrimentos del medio MS ya habian sido metaboli~ados, u 

otro medio nutritivo para inducir a un crecimiento activo. 

Este m"'dio fu"' el BS o de Gamborg {1968), modificado (Jl9) 

semisólido (Cuadro 5). 

En el segundo experimento se probaron dos medios, el J19 

y el E24 (95 o de Gamborg modificados) liquidas (Cuadro 5). A 

las anteras cultivadas se les dieron dos tratamientos: a) 

incubación en la cámara dE! crecimi.,nto di.-ectamente, y b) 

sometimiento a un periodo de frLo a s~c por ocho dias en 

completa oscuridad antes de incubarlas en la misma cámara. gn 

este experimento se utilizaron anteras de las variedades RICO 

I, NWET y TBNT. En est~e caso, se colocaron 7 ml d" medio 



liquido en tubos de ensayo y se p~oveyó de un puente de papel. 

E:n cada tubo se cultivó una anter-a siendo cada uno, un« 

repetición. 

En el tercer expe~imento se usó ~~ medio J19 y se 

cultivaron anteras provenientes de florecill<os con diferente 

ubicación en el raquis de la panicula, para determinar por 

medio de caracteristicas morfológicas, cuáles t~nian el polen 

en el estado ap~opiado. Ademá!< !<e le!< dio un pretratamiento de 

frio a 7~c por 4 dias. Una parte del experimento consistió en 

llevar la mitad del nUmero de las anteras cultivada!<, a la 

cámara fria del Banco de Germopla!<m<l y preincubarlas a 5~c 

durante ocho dias y, la otra mitad, incubarla directotmente en 

la cámara de crecimiento. 



Cu~dro 5. Composición quimica de los medios nutritivos 
J19 y E24 (B5 o de Gamborg modificados). 

M~cronutrim,.ntos 

T<NO, 
CaC1"'.2H,O 
MgS0..,..7H_,.O 
( NH4 ) ::.504 
N~H,PO .... H,O 

Micronutrimentos 

MnSO.,.. H,O 
znso..,_. 7H,o 
Na,Mo0..,..2H,o 
CuSO.,.. 5H"'O 
CoC1,.6H,O 
EDTA (Versenato) 

Vitaminas y hormonas 

Acido nicotinico 
Piridoxina.HCl 
Tiamina.HCl 
ANA 
MA 
Kinetina 
2,4-D 
eoe 

Inosi tol 
Sacarosa 
Glucosa 

pH- del medio 

Fuente: Zapata et ;U_. (1991). 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

Los datos se empezaron a tomar a las dos, tr~s y cuatro 

semanas después de que se cultivaron las anteras. Los datos 

presentados corresponden a los resultados obtenidos a las 22 

y 24 semanas de los cultivos, en el caso del ~~perimento l. 

Para el Exporimento 2, los datas se tDmaron a las dos y 

tres semanas luego de ser cultivadas y los datos presentados 

corresponden a las lecturas de la quinta semana. 

De igual manera, en el experimento alterno sobre cultivo 

o o anteras provenientes o o di fer.,ntes partes 

inflorescencia, los datos correspcmden a las observaciones 

hechas a las seis semanas en cultivo. 

Las c:ondiciones climáticas impenmtes en el lugar de 

siembra de las v.¡¡.riedade!< y en general en toda la :z:ona del 

valle de El Zamorano, en el periodo en que se hizo el estudio, 

no fueron las más aptas de acuerdo con la literatura citada. 

De seguro, la condición fisiológic11 d-. la" pl<o.ntas 

donadoras estuvo afectada, especialmente, por 1<>. precipitación 

pobre (Figur" l), la temperatura (Figura 2) y sus c:ambios 

brusc:os (Cuadro 6), y los c:ambios rápidos .. ntn¡o· bajas y a.ltas 

humedades relativas. 

Todos estos factores de estr~s, det~rminaron un 



' p,.., .. , .... ., ........... . """ _ ............................................................................................................ - ............. .. 

Fig. l. Compara~ión entre la pre~ipita~ión promedio 
mensual para la zona del Valle de El Zamorano 
y el periodo en que se reali~ó el estudio. 
Escuela Agricola Panameri~ana, 1991. 

Cuadro 6. Comparación entre vurinciones de temperatura 
promedio para la zona del valle de El Zamorano y las 
varia~iones en la época en que se realizó el 
estudio. El Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

Junio 
Julio 
Agosto 

Noviembre 
Diciembre 
Enero 

Temp. minimas (""'C) 

Periodo 
d<>l <>si:udio 

17,0 
13,5 
14,7 

10,5 
13, o 
10,5 

Promedio 
de zona 

19,4 
18,9 
18,2 

16,3 
14,9 
16,9 

Fuente: Datos meteorológi~os tomados 

Temp. m~ximas (~C) 

Periodo 
del estudio 

31.8 
31,7 
31,7 

29, 5. 
29,0 
33,0 

•o ,. E:sta~ión 

Prom,.dio 
d .. :>:<:>na 

30,4 
29,6 
29,9 

27,5 
27,6 
28,2 

,. ,. 
Escuela Agricol« Pan<~meri~<~n<~. 
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Fig. 2. Comparación entre las temperaturas promedio 
mensuales para la zona del valle de El Zamo­
rano y las temperaturas promedio en el periodo 
del estudio. Escuela Agricola Panamericana, 
1991. 

desarrollo pobr., d., las plantas, lo cual se puede aprec:isr en 

la flor"'-Ción mils t.,mpr01na de lo esp .. rado (Cuadro :2), floración 

no sincronizada entre plantas de la misma variedad y 

obs .. rvac:ion.,s hechas cuando la planta llegó a madurez de 

<:osecha, d" que muchas florecillas no habian llenado el grano. 

Estoe d"sarrollo ¡;¡normal de l<>S plantas pudo h"ben" d"'termin,.do 

un est.o~do d., desar"r"ollo d"' las anter"as y del polen no apto 

para que produzcan callo o regeneren plantas haploides 

completas. 

Sin embargo, con base en el comportamiento observado de 



las ant~ras cultivadas, fu~ pcsibl~ comprobar algunos de los 

factores tisicos y bioquimicos que influyen en la conducta 

órgano y embriogénica de los granos de polen y que desembocan 

en resultados exitosos a partir del cultivo de anteras. 

EHpE"rimento 1 

Con "ste experimento se pudo analizar el ef!?cto de 110 

diferencia entre g•motipos, tiempo de exposición de las 

anteras a temperaturas bajas y la interacción de diferentes 

concentraciones de hormonas. 

Tomando en cuenta el porcentaje' de sobrevivencia de las 

anteras de cada un<~ d., l<IS varied<ld.,s, no se encontró una 

diferencia marcada entre los genotipos, cuando no se les dio 

el pretratamiento con frlo {Cuadro 7). 

Cuadro 7. Porcentaje de sobrevivencia o e ,., anteras O e seis 
variedades de arroz '" medio MS. " Zamorano, 
Honduras, 1991-1992. 

Var. No. anteras ' 2 3 ' ' 6 ' 8 9 sobrev. 
sembradas ( % ) 

MARS 90 ' " " ' o " " >o ' 72,2 
LMNT 80 o " " ' ' ' " ' " 81,2 
NWBT " " " '0 o o " 

, >O , 63,2 
RICO ' 8' , " " " 

, , >O ' " 82,4 
KATY " " " " >O , , , 

" " 84,2 
TBNT '"' " " " " " " " " " 77,8 

Total ,80 '' ;o 60 <O " ., 60 " 60 75.9 
"lembradas 
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Sin embargo, al analizar los Cuadros 8 y 9, se puede 

aprE'ciar que cierta diferencia, aunque puede dE'berse a la «lt"' 

t:ontaminación enc:ontrada, lvego de haber incubado las anter"as. 

Cuadro 8. Porcentajes de sobrevivencia de las anteras d., seis 
variedades pretratadas por 4 dias a 7"'C y c::ultivad.ao.s 
en el medio de MS. El Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

llar. No. anteras 1 2 3 4 5 6 7 ' ' sobrev. 
sembradas ( l. ) 

MARS " o o o 5 5 5 5 o 5 55,6 
LMNT " 5 ' o o o 5 ' o o 44,4 
NWBT " o o o o o o o o o o 
RICO 1 " ' 5 o o o o o o 5 33,3 
KATY " 5 o 5 5 5 5 5 o o 66,7 
TBNT " o o ' 5 5 5 5 5 o 66,7 

Total '" " " " " " 20 20 5 w 44,4 
s .. mbr";;o;das 

Cuadro 9. Porc:entajl" de sobrevivencia di" las ant .. ras d"' seis 
variedades de arroz pretratadas por 12 dias a 7=C 
en el medio de MS. El Zamorano, Honduras, 1991-
1992 

Var. No. anteras 1 , 3 4 5 6 7 ' ' sobrev. 
sembradas ('l.) 

MARS 45 o o o o o o o o o o 
LMNT " 5 w o ' o 5 o o ' 60 
NWBT 45 o o o o o o o o o o 
RICO 1 45 o o o o 5 o o o o 11,1 
KATY 45 o o o o o o o o o o 
TBNT 45 o o o o o o o o o o 

Total "' ' 10 o ' ' ' o o 5 12,7 
sembr<>.d«s 

' "" presentó alta contaminac:ión o oc b-<~c:terias. 



D"' ac:u¡;ordo c:on lo" re,o;ultadoo; que se, pre,s<?ntan en el 

Cuad~o 10, podemos observar que los pretratami<?ntos con Trio 

a las anteras, mejoran notoriamente la viabilidad de las 

mi5mas. Sin emba~go, el tiempo de exposición ant"s de ser 

cultivadas es impo~tante, pues como se puede aprec:iar, los 

mejores ~esultados se obtuvieron cuando se pretr<>taron por 

oc:ho dias (aunque sólo se analizó la variedad TBNT). E:n el 

ca5o de los pre1::ratamientos por 4 y 12 dias, estos fueron 

m¡;ono~ ¡;ofic:ientes inc:lu"o que el testigo. 

Cuando ""' prE>trat .. ron po~ 12 dias, se obtuvi.,ron los 

indic::es más bajos de ,;obr.,viv•mcia. E:sto podria explic::arse ya 

que exposiciones prolongadas al frio destruirian las células 

somáticas de la pared de las antf?ras, lo quE' s., ha 

d.,mostrado tiene relativa influencia cambiar 

desarrollo normal del pol.,n a un desarrollo órgano o 

embriogénico. E:xposiciones prolongadas al frio también podrian 

d<?struir el polen al inactivar sus procesos metabólicos 

vitales o atec::tarian la reacción de los tejidos en presencia 

de hormonas. 

Los r"sultados del tratd;miento t<~stigo mo,.,traron también 

una alta ta.,;a de sobrevivencia, aunquE' SE' puede notar una 

diferencia c:on .,¡ pr.,tratam~ento por ocho d!as. Sin embargo, 

no se <~ncuentra una respuesta satisfactoria de esta conducta. 

Las c:ombinac:iones de hormonas también parecen haber 

tenido un efecto diicrencia1 sobre la sobreviv,.ncia d~ las 

anteras vivas. Lo5 mejores porc::entajes se lograron cuando la 



Cuadro 10. Efecto de diferentes concentraciones de ANA y KIN 
en el porcent<~ie de sobrevivenci<~ de las anteras de 
<1rroz de seis variedades pretratadas con la 
e?<posición <1 7.,..C por O, 4, 8 y 12 dias. El 
Zamor<~no, Hondur<~s, 1991-1992. 

Ti,.mpo de "?<posición (d:ias) 

Concentración o ' 8> '2 

L Testigo 61,6 50,0 o 16,7 
2. lmg/L '"' 92,3 33,3 " 28,6 
3. 2mg/L '"' 80,0 33,3 "' o 
4. lmg/L "" 57,1 50,0 '' 16,7 

'· lmg/L "' • 1mg/L "" 42,9 50,0 "' 16,7 
6. 2mg/L ""' • lmg/L "" 56,2 66,7 "' 16,7 
7. 2mg/L "" 80,0 66,7 >00 o 
8. 1mg/L 4N4 • 2mg/L "" 71,4 16,7 '" o 
9. 2mg/L '"' • 2mg/L "" 75,0 33,3 o 16,7 

~ Sólo se analizó la variedad TBNT. 

concentración tue de 1mg/L de ANA sin KIN, en los casos en que 

las anteras er<~n pretratadas por 12 d:ias y cuando no se les 

dio pretratramiento con trio (Cuadros 11 y 14); la KIN por s:i 

sola, no tuvo un efecto marcado en los porc.,ntajes de 

sobrevivencia con excepción de cuando se dio el pr ... tratamiento 

de t<io po< ocho d:ias (Cuadro 13). Estos resultado:; parE'CE'n 

estar en acuerdo con los into<mes de la literatura, donde se 

... stabl"c" qu" la KIN P",.,""'" no t .. ner, o al menos no hay 

evidencia d-. qu-. tenga un ~f~cto marcado en <'"l met<~bolismo 

celular dé" las gramineas (Sund.,rland y Dunwell, 1977). 

La interacción de ambas hormonas hizo disminuir, en 

general, el porc.,nt"j" d"' sabr .. vivencia con respecto a las 

d"más conc.,ntraciones, especialmE'nte cuando se encontraban en 

cantidades dE' 2mg/L de ~N~ y 2mg/L de KIN (Cuadros 12 y 13), 



y cuando hnbia una c:onc:<Pntración de KlN m .. yor qu,. d"' ANA 

(Ct.!<ldros lly 14). A P'""",.. de qu..- la Jit<lr"tura no citB 

patron"'" preoci ... os sobre- ¡,. "'ctividad d01 C«da una ni deo "u 

inte-r,.cción, si p«r-IPCe-n coniirmars"' ¡.,,. obseorvacion"" deo 

"'lgunos invR,.tigadore-s ., •' s"'ntido '" altas 

concentracion"'s pueden 5eor d<Pletéreas y d<P que- la KIN puada 

"'fect .. r 1 .. ólcc:ión dE' las "'uxinas. Sólo cuando ""' dieron 

prE'tratamientos de frio a la" anteras por cu,.tro y ocho dias, 

,.,. encontró que las combinacion"'" de lmg/L de- ANA + lmo;;~/L 

2mg/L d¡¡o ANA + lmg/L d<~ KlN, incr-em<Pntaban 

notablem<~nb;¡ .. 1 porc<'ntaje de !Sobrevivenc:ia (Cuadros 12 y 13). 

En Qlfn<Pral, no se logró determinar una t!"'ndenci<~ clara en 

el e-fecto d!"' la inter<~cción de- las dos hormonas. 

Cuadro 11. Efecto de las difeorent!"'s conc!"'ntracion..-s de unB 
au~ina (ANA) y d!"' una citoquirüna (KIN) .,n li'l 
porcentaje d!"' anter .. s vivas de seis vari~Pdadeos sin 
choqu,. de frío a las 24 semanils. El Zamorano, 
Honduras, 1991-1992. 

'"' (mg/L) 

"" Cm11/L) o ' 
, 

o 61,4 92,3 80,0 

' ::.7 ,1 42,8 56,2 
2 53,3 71,4 75,0 



Cu~dro 12. Efecto de l~s dLferentes concentraciones de una 
~uxin~ CANA) y de una citoquinina (KIN) en el 
porcentaje de anteras vivas de seis variedades a 
las 2~ semanas con choque de trio de 7=c por 4 
dias. El Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

"'' (mg/L) 

KIN (mg/L} o ' 2 

o 33,3 22,2 22,2 

' 33,3 33,3 44,4 
2 44,4 1 1 • 1 22,2 

Cuadro 13. E-fecto del ANA y de la KIN en el medLo d., MS sobre 
el porcentaje de sobr.,vivencia de anteras de la 
variedad TBNT a las 24 semanas con choque de trio 
de 7=C por 8 dias. El Zamorano, Honduras, 1991-
1992. 

ANA (mg/L) 

nN (mg/LJ o ' 2 

o o >O lOO 

' >O roo >OO 
2 >00 >O o 

Cuadro 14. Efecto del ANA y de la KlN en O!l m¡¡,dio d., MS sobre 
la sobr~viv@nci~ d@ anteras de seis variedades a 
las 24 s.,ma;na;s con choque de -rri.o de 7~c por 12 
dias. El Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

ANA (mg/L) 

nN (mg/L) o 1 2 

o 16,7 28,6 o 

' 16,7 16,7 16,7 
2 o o 16,7 



Experimer,to 2 

En este experimento se anali~ó el efecto de dos medios 

diferentes, el Jl9 y el E24 (85 o de Gamborg modificados) en 

el porcentaje de sobrevivencia de anteras de tres variedades 

(RICO 1, NWBT Y TBNT), asi como t.•mbi~n l<~s dif«renci"s entrE 

pr«incubar l~s ~nteras a 5 9 C en completa oscuridad por ocho 

dias y de incubarlas directamente en la cémara de crecimiento. 

En el Cuadro 15 se puede apreciar el bajo porcentaje de 

anteras vivas al incubarlas directamente, en comparación con 

el porcentaje obtenido al incubarlas en trio (Cuadro 16). Con 

estos resultados corroboramos la importancia de los choques de 

frio En inducir la dndrogénesis y que son mencionados por 

Nit,;ch y Norreel 11973), Sunderland y Roberts (1977) (citados 

por 6enov.,si y Magill, 1982), Dchoa (1990), Roca et ~., 

(1991) entre otros, y t«mbién de una preincubación en 

oscuridad (Niizeki y Dono, 1968). 



Cuadro l::i. E1~~:to del tratamiento sin trio ~n 01l por~:entaje de 
~obrevivencia d01 anteras de arro~ de tres 
variedades ~;ultivadas en dos medios diferente~. 
El Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

Ml!'dio Variedad Vivas Negras 

RICO ' n 60 
NWET " o 
TENT 46 4 

RICO ' >2 66 
NWBT 2' ' TENT o o 

Cuadro 16. Efecto de oreincubar con trio a ::i•C por ocho dias 
en el porcentaje de sobreviv~ncla de anteras de 
arroz de tres variedad<!s en dos medios diferentes. 
El Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

Medio Variedad Vivas Negras 

J19. RICO ' 90 o 
NWBT " 2 
TBNT 49 " 
RICO ' 

, 4 
NWBT " ' TBNT " 4 

disminuyó consid<!rablemente; a p<!sar d¡¡o que las anteras SI!' 

torn<1n neQras, no significa que ..-sten muertas, oues informes 

de Niiz,.ki y Cono (1968) )' Alán (1974) (trabajo no publicado), 

demuestr ... n qul!' es posible ¡.,. ,.ndrogén,.sis " partir d,. est ... o; 

;,nt .. ras, debido a que sólo ,.¡ tejido ,.om.ttico de las t<!C<l5 



e$tá "ene,.cente, mientr"'" que el polen sigue en un est,;,do 

1uncion,;,l. Sin en¡b,;,rgo, si. es de m<oyor import<onci,. el hecho de 

que no muera el tejido somático, pues en concord¡¡.nciil con 

otros estudios, ilpilrentemente 1" p"red sinteti~a algunos 

compuestos que se liberan en el medio de cultivo y promueven 

la formación de embriones (Ochoa, 1990). 

En los Cuadros 17, 18 y 19, podemos "preci"r el e1ecto d"' 

estos tr,;,tamientos p,;,r,;, cada una de la$ varied,.des utiliz,.das, 

y que ,;,demás demuestran, una ve~ más, que no se encontró una 

diferencia genotipica en cuanto a los porcentajes de anteras 

Vl.Va:S. 

Cuadro 17. Influencia de la incub,.ción a 5°C por ocho di as y 
en completa oscuridad sobre el porcentaje de 
sobrevivencia de las anteras de ,.,.-ro~ de la 
variedad RICO ! en dos medios di1erentes. El 
Zamorano, Hondur,;,s, 1991~1992. 

Medio 

Sin trio 

Vivas 

21,2 
14,8 

Negras 

75,0 
81,5 

Con trio 

Vivas 

98,0 
91,7 

o,o 
O,b 



Cua;dro 18. lnflu,.ncia de la incubación a s-e por ocho dla11 y 
en completa; oscuridad sobre el porcentaje d" 
sobre-vivencia de las anteras de arroz de la 
variedad NWBT en dos medios di~erentes. El 
Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

Medio 

Sin frio 

Vivas 

54.5 
40.;5 

o,oo 
0,01 

Con frie 

Viva .. 

96,0 0.4 
93,5 0,7 

Cuadro 19. Influencia de la incubación a; S .. C por ocho dias y 
enompleta oscuridad sobre el porcentaje da 
sobrevivencia de las anteras de arroz d" la 
variedad TBNT en dos medios diferentes. El 
Zamorano, Honduras, 1991-1992. 

Sin frio Con Trio 

Medio Vivas Ne¡;¡ras Vivas Negras 

92,0 0,8 75,4 23,0 
o,o 0,0 93,6 0,6 

Cuando analizamos la¡¡ diferencias entre los dos medio" 

(Cuadro 20), se determinó que en el medio E24 habla un m~yor 

presencia de 2,4-D, el cu .. t acelera la producción de brote11 en 

el arro;: al 10umentar la sintesis de ciloquininas (lnoue U 

u., 1979; Y10o ,.t i!J._., 1981; cit;o.dos por Zapata !tl.el,-, 1991). 

Esta condición pued" producir una. relación óptima au~in"-

citoquinin;o, ¡,. cu"'l es naca11aria para la inducción de lo"' 

brotes. Podria suceder que, en ¡;¡ranos de polen seleccionado"' 



por- su c:ap.o.cidad de pr-oducir- cAllos ~tmbr-iog&.nicos, .. 1 2,4-D 

d<?s .. nc.,dena.r-., esta pr-oducción. Esto apoya la observación de 

que Jos callos inducido:; <o partir de anteras que se han 

cultivado en un medio con '2,4-0 y que luego "11! cultivan <i!n un 

me>dio sin reguladores del cr-ecimiento, tie>nen l<1 c:aoacidad 

para l"egenerar- plantas (Woo y Su, 197~; citados por- Zapata et 

!!.!.-, 1991). 

El et .. cto positivo del f<"it:~, lo podemos obse>r-var- una YliZ 

más en el Cuadro 21 donde no Se> apre>cia una difer-encia marc.,da 

entre los por-centBjes de anter .. s vivas en lo,. dos medios. 

Cuadr<:~ 20. Diferenc:ia entr-e genotipos de tres variedades en el 
porcentaje de sobrevivencia de sus anteras en dos 
medios diferentes- El Zamor-Bno, Hondur ... ,., 1991-

1 9 9 2 

Medio 

Variedad m 

RICO ' 21,2 
NWBT 54,5 
TBNT 92,0 

"' 
91,7 
93,5 

" ... 
' ~,., ' ' . 

·-·· 

0,0 

':.-, :·, -~' 
':/ ¡- /' ," ·-· -

. 



Cuadro 21. Diferencia entre genotipos de tres variedades en el 
porcentaje de sobrevivencia de sus anteras en dos 
medies diferentes preincubad"'s"' 5<>C por ocho dias. 
El zamorano, Hcnduras, 1991-1992. 

Medio 

Vari"dad "9 m 

RICO ' 98,0 91,7 
NWET 96,0 93,5 
T8NT 75,4 93.6 

Experimento 3 

En est" experimento se cultivaron anteras provenientes de 

tres partes de las ramificaciones del raquis central, P"ra 

determinar cuál de estas contenia polen en el estado óptimo de 

desarrollo. 

L" literatura cita pocos cosos de éxito al determina;r 

este estado óptimo por medio de caract.,.ristic"s morfológic"s, 

como la distancia entrE' "uricul"" (Merey y Za;p"t<l, 1986) o !<1 

longitud de la corolla (Dunwell, 1986). En este estudio no se 

pudo determinar una mayor diferencia entre los por-centajes d" 

sobrevivencia de las anteras provenientes de las diferentes 

partes de la ram:ifici>ciOn. Teóricament.,., las "nt".-"" de la 

parte superior son las más aptas, sin "mbar-go, no pr.,.senta;ron 

superioridad en comoaraciOn con las anteras provenientes de la 

parte m"dia y bas<~l (Cua;dr-o 22). Uno. posible eJ<pl:icaciOn de 

estos resultados, ser-ia el hecho de que l<1 v<~ri!=dc.d CICA B, 

utilizada como fuente de explantes, es netc.mente tipo indica 

con5iderada como recalcitrant"' por su ineficiencia para ser 



inducida a and.-ogénesis (Zapata y Tol"rizD, 1986). 

Cuad.-D 22- Compa.-ación entre el tratamiento con frie ts~c po.­
ocho dias en completa oscuridad) y sin fl"io en el 
porcentaje de anteras vivas de la va.-i.,dad de ar.-cz 
CICA a provenient"s de distintas pa.-tes de la 
ramificación del .-aquis cent.-al en el medio 
nut.-itivo J19. El Zamordno, 1-!ondu,-as, 1991-1992. 

Posición '" No. anterds Coo trio Sin trio 
1• flor cultivadas Vivas Negras Vivas Negras 

Interior '" 75,0 12,5 75,0 0,0 
M"'d i" '" 87,5 12,5 87,5 12,5 
Superior '" 87,5 0,0 62, 5 0,0 



V. CONCLUSIONES 

l. El estado fisiológico de las plantas donantes no fue el 

óptimo para inducir a sus anteras a la androgénesis. 

'2. No se encontraron diferencias .. ntre los genotipos "n 

cuanto al poocentaje de anteras vivas que presentó cada 

uno. 

3. Pr .. tratami .. ntos de las anteras con fr~o por ocho días de 

el<posición mejoraron notablemente la sobrevivemcia de las 

antera'5. 

4. La presencia d"' auKinas y 2,4-D en lOS medio'5 de cultivo 

es import.:.nt" para asegurar la viabilidad de las anteras. 

5. No hubo evidencia de que la presencia de kin .. tina o su 

interacción con auxinas incrementara la viabilidad de las 

ant .. ras. 

6. L.:. composición del medio de cultivo puede influir en el 

increm,.,nto de la viabiliad de las anteras. 

7. Tratar a las anteras cultivadas con fria a 50C y 

oscurided increment.a el porc,.nt<~je de sobrevivencia d" las 

anter<~s. 

8. No se pudo determinar el óptimo estado de desarrollo del 

polen a partir de caracteristic:as morfológicas de la 

panicula. 



VI. RECOMENDACIONES 

A pesar de los esfuerzos y el tiempo invertidos en los 

cultivos, no fUe posible obtener resultados concr.,.tos, sin 

embargo, estamos s"'guros que se va por buen camino y que este 

precedente servirá como una buena gu~a para enfocar trabajos 

posteriores en puntos y metas más esp«Clficas, los cuales 

llevarán a obtene..- resultados prometedores y útiles tanto para 

la EAP como para la región. Es recomendable que en trabajos 

posterior .. s "'n la EAP, s"' tomen en cuenta las siguient .. s 

indicaciones' 

1. Trabajar con genotipos japonica. 

2. Trabajar con menos variedades para poder analizar mayor 

núm .. ro de factores. 

3. Sembrar las plantas qu"' servirán de fuent"' de explantes 

bajo condiciones controladas y de preferencia entre julio 

y septiembre. 

4. Pretratar las panlculas con ?~e por ocho di"s y lu,.go 

incubarlas por ocho dias más a 5~c en oscurid,.d. 

5. Estudiar el efecto de otra5 auxina5. 

6. Utili>:"r medios liquidas "'n tubos de ens,.yo cultiva.ndo una 

"ntera por tubo. 

7. Determinar el estado de dasarrollo óptimo dal polen por 

medio de tinción para más número de florecillas, pa.ra 



contar con la seguridad de cultivar anteras que contengan 

pol~ en el "'stado de d"'sarrollo Optimo. 



V 1 1 • RESUMEN 

€1 arroz f!li una de las gramíneas m<l.s importante del 
mundo. Es sabido cue más de la mitad de la población mundial 
YiYe en zonas donde el arroz es el principal alimento. Esta 
circunstancia obliga a muchos paiSE'S E' instituciones a la 
bósqueda const .. nte de var-iedades m"joradas que se adaptQn a 
las m~5 variadas condiciones edáticas y climatológlcali y que 
paralelamente satisfagan la gran demanda df! alimento&. 

Una de las técnicas Uliadali para la producción de estas 
11nea¡¡ y varied•d .. s "''" la d .. I cultivo de anteras in. yitro para 
1" producc;.ión d"' haploide>s. los cuale5 pueden ser duplicados 
cromosómicamente con la aplicacion de agentes mutagénicos. 

En objetiyo dli' este trabajo fu.,. detl!rminar- una 
metodologla que permita Ia creación de estos haploides en la 
Escuela Agrícola Panam .. ricana. 

Para t .. l ef,.cto se "'litudió la aplicación de 
pretratami<~ntos a las panículas con frío a 7eC por O, 4, S y 
12 dl.,s, trat;omi,.nto• con incubación a ~e C en compl!!L• 
o,.curidad, diferentes medios de cultivo y diferentes 
concentraciones de reo¡¡uladore5 de crecimiento. Adem,'!s 5e 
reali~ó un I!'Hperimento alterno para det..-r-m:i.nar el ""tado d..­
df!sarrollo óptimo d..-1 polen con base en la ubicación de l•s 
1lorecilla5 en la panicula. 

Aunque no fu~ posibla lograr callogf>nesis ni 
embriogrrnesi10, sa pudo de>terminar oue pretratami!l'nto5 de ocho 
dias a 7eC a la,. paniculas incrementaban el porcentaje> de 
sobrevivenci" de las anteras¡ da igual manera al incubar- la5 
anteras a ~oC por ocho dias en oscuridad, este porcentaje se 
elevaba. 

De la" difer .. ntes conc .. ntrac:iones d,. reo¡¡uladores d., 
r:recimiornto, sélc combin,.ciones de 2mg/L ANA + 1mg/L KIN 
pr!!Sentaron algUn incrl;'mento, mümtra11 que conc<~ntraciones m4s 
al tOili, Oiol "" o e>n combinación, presentaron 1ndi<::es baJos de 
~>obr<>viv .. no:ia. Tambi&n "'" pudo comprobar que ANA ll'n 
concentr;oc.ión d<!' 2mg/L dio .. 1 me'jor resultado y que la KIN por 
sl sola no tuvo ningUn efecto superior. 

T;ompoco s .. pudo encontrar el estado de desarrollo óptimo 
dll las anteras a partir de características morfológicas. 

Sin embargo, se ha ganado II'><Per-iencia y conocimientos 
para la realización d<~" futuros trabajos en cultivo de anteras. 
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