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l. INTRODUCCION

El cultivo de arroz (Oryza sativa L.), es una de las especies sembradas méas
antiguas y fue domesticado hace mas de 10000 afios en el area que abarca el
noreste de India, Bangladesh, Birmania, Tailandia, Laos, Vietnam y el sureste de
China. La mayor diversidad de las formas cultivadas primitivas y sus parientes

silvestres se han encontrado en esta vasta region (Poehlman y Sleper, 2003).

A través del tiempo, los mejoradores de plantas han realizado cruzamientos
intentando obtener descendencias que proporcionen nuevas caracteristicas de
interés y beneficio para los agricultores y su economia local. Para mejorar la
calidad, productividad, utilidad y acelerar la introduccion de caracteristicas
superiores en los productos agricolas, la biotecnologia de plantas ha desarrollado
métodos para la fijacion de genes exdgenos en especies econdmicamente impor-
tantes (INIA, 2005).

Los avances de la biotecnologia en algunos cultivos han sido muy rapidos ya
que en poco tiempo se puede causar mutacion, fusionar o transformar cualquier
célula y, de entre miles de células tratadas hacer seleccion de aquellas que
tengan posibilidades de regenerar plantas nuevas con las caracteristicas deseadas
(UJAT, 2002).

El método de cultivo de anteras y obtencion de haploides in vitro esta
cobrando importancia en muchos programas de mejoramiento, ya que al
diploidizar a las plantas se aumenta la frecuencia de determinados genes, lo cual
magnifica la variabilidad genética lo que permite acelerar el proceso de
seleccion de plantas superiores o con resistencia a factores bioticos o abioticos
(FAO, 1995).

El cultivo de anteras es una herramienta complementaria en el mejoramiento

genético, pues posee la ventaja de fijar las caracteristicas deseadas en un tiempo



menor al requerido por el método tradicional de pedigree. La integracion de las
metodologias de mejoramiento genético tradicional, el cultivo de anteras y la
caracterizacion bioquimica y molecular, posibilitan la generacion de variedades
diferenciadas de arroz con elevado valor nutricional y sin alérgenos, que pueden
ofrecerse en nichos de mercado especificos, lo cual incrementara las utilidades

de los productores de arroz (Martinez, 2005).

Por lo antes expuesto la presente investigacion estuvo orientada a la basqueda
de herramientas biotecnoldgicas complementarias como el cultivo de anteras y la
citometria de flujo aplicadas a 10 poblaciones F1 de arroz, provenientes de
cruzamientos simples realizados por el Programa de Arroz del INIAP, para de
esta manera poder contribuir con el avance de las investigaciones de dicho

Programa.

Por lo sefialado anteriormente los objetivos de la presente investigacion

fueron los siguientes:

1.5. Objetivos

Objetivo general

e Obtener plantas dihaploides a partir del cultivo de anteras en 10 poblaciones

F1 de arroz.

Objetivos especificos

e Realizar el cultivo de anteras para la obtencion de microcallos de arroz en 10

poblaciones F1.

e Obtener plantulas dihaploides en 10 poblaciones F1 de arroz.

o Determinar el nivel de ploidia de las plantas regeneradas.



. REVISION DE LITERATURA

2.1. Descripcién Boténica

El arroz (Oryza sativa, L.) es una planta monocotiledonea perteneciente a la
familia Poaceae de las graminaceas. Las raices son delgadas, fibrosas y
fasciculadas, las mismas que son de dos tipos seminales y adventicias. El tallo
se forma de nudos y entrenudos alternados, siendo cilindrico, erguido, nudoso,
glabro de 60-120 cm de longitud; sus hojas son completas en las cuales se
distingue la vaina, el cuello y la lamina. En el cuello se encuentra la ligula y las
auriculas que son estructuras que fijan la hoja alrededor del tallo a manera de
proteccion. Las espiguillas de la planta de arroz estdn agrupadas en una
inflorescencia denominada panicula, una espiguilla consta de dos lemas estériles,
glumas rudimentarias, la raquilla y la florecilla, ésta consta de dos bracteas o
glumas florales con seis estambres y un pistilo. Los estambres son  filamentos
delgados que sostienen las anteras alargadas y bifidas, las cuales contienen los
granos de polen (INIAP, 2007).

2.2. Importancia econémica

Segin el INEC (2013), en el pais se cultivaron alrededor de 414.416
hectareas de cultivo de arroz. La mayor produccion de este cultivo se encuentra

en la provincia del Guayas con un 69.97 % del total nacional.

2.3. Mejoramiento genético

Mufioz (2011) indica que el mejoramiento genético es la aceleracion del
proceso evolutivo natural de las especies, con el objeto de crear nuevas
variedades que tengan ventajas para el hombre. EI mejoramiento genético
vegetal ha sido aplicado de forma empirica por el hombre desde que este se hizo
sedentario sefiala Gilleta (2001). ElI mejoramiento genético en la actualidad

segun Castafion (2010), se préactica de tres formas que son: la tradicional, la

3



biotecnoldgica y mediante el uso de la ingenieria genética e hibridacion del
ADN. Por otra parte, Gardner (1984) menciona que los fitomejoradores son
también ingenieros genéticos, pues ellos conjugan grupos de genes de tal manera

que maximizan la produccion de los cultivos.

De acuerdo con Gilleta (2000) citado por Castafién (2010), indica que el
mejoramiento genético vegetal o mejoramiento tradicional ha sido aplicado en
forma empirica por los agricultores desde que este se hizo sedentario. Esto se
apoya, en lo que hace tiempo alguien anot6 que la genética vegetal y animal
nacieron cuando el hombre primitivo mezcl6 las semillas para lograr especies de

mayor rendimiento y cruzé animales para obtener ejemplares mas fuertes.

Segin Arana (2012) el objetivo primordial de los fitomejoradores en el
cultivo de arroz es el de desarrollar variedades mas productivas para utilizarlas a
nivel de fincas. Crestelo (2006) indica que en el mejoramiento genético de arroz
existen varios métodos los cuales tienen sus ventajas y desventajas, el método a
elegir dependerd del interés y la variabilidad presente. Entre los métodos de
mejoramiento genético en arroz mas conocidos son la seleccion masal y

seleccidn por pedigree.

De igual manera Antén y Lizaso (2001) citado por Castafion (2010), los
cuales mencionan que el mejoramiento genético convencional o clasico, ha
permitido obtener nuevas especies de plantas o hibridos con mejores
rendimientos o con caracteristicas agronomicas mas favorables. Sin embargo,
estos cultivares  demandan mayor cantidad de nutrimentos y la aplicacion de
pesticidas para el control de plagas, enfermedades y maleza. Con el uso de éstas
practicas se ha logrado incrementar en un 50% el rendimiento de los cultivos de
importancia social como el maiz, sorgo, trigo, arroz y soya. El otro 50% de
incremento corresponde a la ganancia por mejoramiento genético sefala
Boyer (1982), citado por Castafion (2010).



Seleccion masal

En investigaciones realizadas por Camarena, Chura y Blas (2012), sefialan
que este método de mejoramiento genético, consiste en la seleccion de un gran
nimero de individuos, con caracteristicas fenotipicas similares que luego son
mezclados para constituir la generacion siguiente. Es uno de los métodos mas
antiguos de mejoramiento. Este método es eficiente en poblaciones
heterogéneas, constituidas por mezclas de lineas puras, en especies autdgamas o
por individuos heterocigotos en el caso de alégamas. La idea principal de la
seleccion masal es que al escoger los mejores fenotipos, se mejora el nivel de la

poblacion con la reunion de los fenotipos superiores ya existentes.

Seleccidn por pedigreé

Por otra parte, Camarena, Chura y Blas (2012), mencionan que el método
genealdgico, conocido también como el método pedigree, fue inicialmente
propuesto por Hjalman Nilsson, usaba la seleccion individual de plantas como
prueba de progenie, metodologia que di6 origen al meétodo genealdgico

convencional.

La Asociacion de Semilleros Argentinos (ASA) en su portal, mencionan que
la seleccion por pedigri 0 genealdgica, se basa en la formacidon de lineas a partir
de plantas élite (las que presentan las mejores caracteristicas). Para ello, cada
planta elegida es cosechada individualmente y sus semillas sembradas en una
hilera. En la pr6xima generacion se cosechan de cada hilera sélo las mejores
plantas, se repite el proceso y se seleccionan las que presenten mejor
comportamiento agrondmico para las caracteristicas objeto del mejoramiento. La
seleccion por pedigri considera el fenotipo y la heredabilidad de los caracteres y
resulta mas apropiada para plantas autdgamas.



Mejoramiento genético moderno

INIA (2005), menciona a Simmonds (1979), se refiere que en los ultimos
decenios, los mejoradores de plantas han realizado cruzamientos intentando
obtener descendencias que proporcionen nuevas caracteristicas de interés y
beneficios para horticultores. Para Tanksley y McCouch (1997), ese aspecto
representa ya una inconsciente utilizacion del concepto “Biotecnologia de
plantas” y a su vez manifiesta del mismo modo el requerimiento de una
coleccion de germoplasma y de la mantencion de una amplia gama de diversidad
genética. La finalidad ultima, poseer una fuente de genes, con mapas genéticos

que permitan la obtencién de plantas de interés econémico.

Para Camarena, Chura y Blas (2012), la Biotecnologia se presenta como una
alternativa atractiva no solo para reducir el tiempo de obtencion de los genotipos
deseados, sino también para lograr una economia de mano de obra y espacio en
el campo experimental. También mencionan que las plantas autégamas, con los
métodos convencionales de mejoramiento, la homocigosis practicamente se
logra recién luego de seis a ocho generaciones de autofecundacién, mientras que
con una técnica de produccion de haploides, seguida de duplicacion

cromosOmica, es posible llegar a homocigosis completa en una generacion.

Poehlman y Sleper (2003), indican que las técnicas de biologia molecular han
avanzado rapidamente en el arroz en virtud de que este cultivo respondid de
manera favorable al cultivo de anteras y la subsiguiente regeneracion en una
planta completa. Castafion (2010), refiere que es necesario e indispensable que
se desarrollen nuevas tecnologias con las cuales en corto tiempo se generen mas

y mejores variedades.



Cultivo de Tejidos

Camarena, Chura 'y Blas (2012), refieren que esta técnica consiste en colocar
un trozo de tejido, 6rgano o embrion, llamado “explante”, en medios artificiales
y en condiciones ambientales determinadas para regenerar un individuo
completo. Es una reproduccion vegetativa, pero utilizando minusculos
propagulos (idealmente una sola célula) en lugar de esquejes, estacas, rizomas,
yemas injertadas, entre otras. Este concepto parte de la teoria de totipotencia
planteado por Schwann & Schleiden, fue de hecho el nicleo del que nacio el
cultivo de tejidos y células. Los primeros intentos hechos por Haberlandt en
1902, sobre cultivo de tejidos fracasaron, debido a que utiliz6 un medio de
cultivo relativamente simple y por otra parte, tejidos vegetales demasiado
diferenciados. En 1939 consiguieron el primer cultivo de tejidos auténtico.
Después de la segunda guerra mundial el desarrollo en este campo ha sido muy

rapido.

INIA (2005), sefiala que existen varias aplicaciones de esta técnica, entre las
cuales se pueden sefalar las siguientes: propagacion clonal, cultivo de
embriones, obtencion de haploides, criopreservacion, suspensiones celulares,

fusion de protoplastos, entre otras.

El cultivo de tejidos es importante no solo porque es el &rea de la
Biotecnologia que tiene actualmente mayor aplicacién practica en la agricultura,
sino por ser una herramienta versatil para el estudio de los problemas basicos y
aplicados de la biologia de las plantas; constituye, en efecto el puente necesario
para llevar las manipulaciones genéticas desde el laboratorio hasta el campo
Camarena, Churay Blas (2012).

Cultivo de anteras
Los Gltimos avances en el cultivo de anteras ofrecen nuevas posibilidades

para la aplicacion de esta técnica en los programas de fitomejoramiento.

Mediante el cultivo de anteras se han regenerado plantas haploides de especies



de los géneros Solanum, Petunia, Nicotiana, Triticum (CIAT, 1991). El cultivo
de anteras se define como la manipulacion “in vitre” de los granos de polen
inmaduros, para evitar el desarrollo gametofitico e inducir el desarrollo
esporofitico con el proposito de obtener plantulas diploides (CIAT, 1994,
Poehlman y Sleper, 2003).

En estudios realizados en el cultivo de trigo (Triticum aestivum L.) por INTA
(2005), sefialan que para la obtencion de un nuevo cultivar de trigo a traves de
métodos tradicionales son necesarios aproximadamente 10 afios. A diferencia de
esta herramienta biotecnol6gica que permite reducir hasta en 5 afios la liberacion
al mercado de una nueva variedad. Al aplicar esta técnica se obtienen lineas

homocigoticas en solo 8 0 9 meses.

De acuerdo con Lentini, Martinez y Roca (1997), sefialan que uno de los
primeros en regenerar plantas a partir del cultivo de anteras fueron Niizeki y
Oono en 1968, ademas, indican que la primera variedad desarrollada con cultivo
de anteras liberd en 1975 vy, desde entonces, se han desarrollado mas de 100

cultivares a nivel mundial.

Hay varios factores que afectan el cultivo de anteras en arroz entre ellos: el
estado de desarrollo de los granos de polen, los tratamientos fisicos y el medio

de cultivo.

CIAT (1991), menciona que en general los cereales se caracterizan por una
baja eficiencia en cuanto a la produccion de callos y a la regeneracion de las

plantas verdes.

Proceso de cultivo de anteras en arroz

Desde la perspectiva experimental mencionan Lentini, Martinez y Roca
(1997), que el cultivo de anteras consiste basicamente en colocar las anteras,
que son las que contienen los granos de polen inmaduros, en un ambiente que

sea estéril y pueda mantenerse en esa condicién, y proveerlas de sustancias



quimicas, luz y temperatura apropiados para el desarrollo del callo y
posteriormente la diferenciacion de plantas. EI CIAT (1994), sefiala que este
proceso ocurre a través de la formacion de un tejido no diferenciado (callo) que
culmina en la formacion de embriones o plantas, fenbmeno conocido como

androgénesis.

2.4. Citometria de flujo

Para Loureiro (2009), esta técnica se desarrolla en la década de los 50°s y da
sus primeros pasos a inicios de los 80°s; por la necesidad de los investigadores
de esa época de conocer las potencialidades de la citometria de flujo. Estable,
sefiala que un citometro de flujo es un instrumento complejo ya que combina
avanzados conocimientos de dindmica de fluidos (que permite alinear las células
en la columna liquida para su analisis), iluminacion LASER, éptica (que permite
obtener y recoger la informacion celular) y de procesamiento  electrénico y
computacional de las sefiales celulares. La integracion de todos estos elementos

torna a los citometros de flujo.

La citometria de flujo de acuerdo con Laguado ( 2007), es un método
automatizado, multiparamétrico y cuantitativo que analiza las sefales
dispersadas y fluorescentes producidas por una célula al pasar por un haz de luz.
La idea antes mencionada coincide con Ramirez (2004); Cires y Cuesta, (2011)
al acotar que la citometria de flujo representa un método rapido, objetivo y
cuantitativo de andlisis de células, ndcleos, cromosomas, mitocondrias u otras
particulas en suspension con que se obtienen los resultados, ademas del poco
tiempo en la preparacion de las muestras sefialadas. En biotecnologia vegetal, la
citometria de flujo es una de las herramientas utilizadas para analizar la
estabilidad genética a través del nivel de ploidia de los cultivos in vitro y de las

plantas obtenidas sefiala Loureiro (2009).

Cires y Cuesta, (2011), indican que se trata de un método “no destructivo”
porque solamente se necesitan unos pocos miligramos de tejido, obteniendo una

gran cantidad de nucleos que pueden ser medidos en poco tiempo.



1. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion geografica

La presente investigacion se realizo en el laboratorio de Biotecnologia de la
Estacion Experimental Litoral Sur (E.E.L.S) del Instituto Nacional Auténomo de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP). Est4 ubicada entre las coordenadas
geograficas 2° 15° 06,9 latitud Sur y 79° 38> 40,7’ de longitud Occidental®, en
el km 26 al este de Guayaquil en la via Duran — Tambo, parroquia Virgen de
Fatima, canton Yaguachi, provincia del Guayas, a 17 msnm, precipitacion
promedio anual de 1398,0 mm, 83% de humedad relativa media, y temperatura

promedio anual de 24,6 °C.2

3.2. Material Vegetal

Se utilizaron anteras de 10 poblaciones segregantes F1 proporcionadas por el
Programa de Arroz del INIAP Estacion Experimental Litoral Sur, las mismas
que fueron obtenidas mediante hibridacion simple, y se describen en el Cuadro
1. Estas lineas y variedades proceden de cruzamientos realizados por INIAP
(especie indica); FLAR (especie indica); FEDEARROZ (especie indica);
JAPON (especie japdnica) y se encuentran en el banco de germoplasma de dicho
programa. Las caracteristicas agrondmicas y fitosanitarias de los materiales

estudiados se detallan en el Cuadro 2.

! https://maps.google.com/
2 http://www.iniap.gob.ec/
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Cuadro 1. Parentales de 10 poblaciones F1 utilizados para el cultivo de anteras EELS/UG, 2014
# CRUCE

1 INIAP 16 X JAPON

2 INIAP 16 X FED-50
3 INIAP 14 X JAPON

4 INIAP 12 X GO38404
5 INIAP 12 X INIAP 16
6

7

8

9

G0O38404 X FED-50
G0O38404 X GO38063
GO38063 X INIAP 14
G038242 X INIAP 16
10 FED-50 X GO38242

Cuadro 2. Caracteristicas fenotipicas y sanitarias de los materiales genéticos utilizados.EELS/UG,

2014
@] w
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FED-50 |108 140 127 | 6958 | TF L P 16134 MR | MR | MR| MR
GO-38063| 83 118 116 | 5607 | TF EL P 67 T T R R
GO0-38242| 97 127 108 | 8460 | TF L P 70 T T T T
INIAP-12 | 60 95 100 | 5000 | TF EL P 71 MS | MR | MS| R
INIAP-14 | 78 113 99 5800 | TF L P 66 MR | MR | MR| MS
INIAP-16 | 71 106 93 5000 | TF EL P 68 MS T T T
JAPON* | == | == | = | = [ | = | = [ = =1 —1==

* El germoplasma “JAPON” es un material introducido del exterior e identificado en INIAP con el nombre del pais
de origen, se desconoce sus caracteristicas agronémicas con exactitud, sin embargo se la utiliz6 por conocerse que perte-
nece a la subespecie japdnica, es decir, posee buena calidad de grano, altura baja y precocidad.

1/: TF=tallos fuertes sin volcamiento

2/: L= grano largo; EL= grano extra largo

3/: P= centro blanco pequefio; M= centro blanco mediano

4/, 5/, 6/, 7/: R= resistente; MR= medianamente resistente; T= tolerante; MT= medianamente tolerante; MS= mediana-
mente susceptible.
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3.3. Materiales de laboratorio, equipos y reactivos

Los materiales, equipos y reactivos utilizados para el cultivo de anteras en el

cultivo de arroz se describen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Materiales, equipos Yy reactivos usados en el estudio del cultivo de
anteras. EELS/UG, 2014

Materiales Equipos Reactivos

Macetas Sorbona NH4NO3

Etiquetas Potenciometro (NH4)2504

Hojas para bisturi no. 10 Balanza analitica KNO3

Plato agitador/calentador

Mangos para bisturi KH2PO4

Pinza mediana de punta gruesa Autoclave simple MgS04.7H20

Pinzas pequefia de punta fina Camara de flujo laminar CaC12.2H20

Papel filtro Estereoscopio H3BO3

Caja petri grande Estufa MnS0O4.4H20

Papel toalla Refrigerador ZnS04.7H20

Papel aluminio Microscopio NapMo 04.2H20

Fundas para esterilizar grandes CoCl12.6H20

Cinta adhesiva masking tape CuS04.5H20

Tijeras Kl

Guantes de latex (s) NagEDTA

Guantes de nitrilo (s) FeSO4.7H20

Mascarillas Tiamina-HC1

Cobertores de zapatos estériles Acido nicotinico

Bandejas plasticas AIA (é4cido indolacético)
Porta y cubre objetos 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético)
Espatulas AFA (4cido fenilacético)
Micropipetas de 100 — 1000 pl ANA (4cido naftalenacético)
Pipeta graduada (1 ml) Cinetina (6-furfurilaminopurina)
Vasos graduados (100, 250, 500, 1000 ml) Sacarosa

Cajas plasticas (250 ml) Maltosa

Probetas (5, 10, 25, 50, 100, 500, 1000 ml) Phytagel

Erlenmeyer (125, 250, 500, 1000, 2000

) Alcohol

Filtros 0,22 micras Cloro

12



3.4. Manejo del ensayo

Seleccion de paniculas para cultivo de anteras

La seleccion de las paniculas se realiz6 a los 60 dias después de la siembra,
mismas que se colectaron en horas de la mafiana (Figuras. 1A y 1B), de cada
planta se tomaron de 5 a 10 inflorescencias (Fig. 1C); se debe considerar a mas
de la diferenciacion floral, la distancia entre la hoja bandera y la auricola, misma

que debe ser entre 2 a 5 cm aproximadamente (Fig. 1D).

Figura 1. Seleccién de panicula de acuerdo a distancia entre hoja bandera y
auricola (A, B); colecta de 5 a 10 paniculas por cruce (C);
distancia entre hoja bandera y auricula de 3 a 4 cm (D). EELS/UG,

2014.
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Desinfeccion de paniculas y flores para cultivo de anteras

Una vez colectadas las paniculas, se llevaron a laboratorio donde se las

desinfectd superficialmente con alcohol etilico a una concentracién del 70%.

Antes de la siembra de anteras provenientes de las paniculas colectadas se
procedi6 de la siguiente manera: se abri6 la vaina de la panicula y se extrajo la
inflorescencia, tomandose de forma invertida para proceder a cortar la seccion
con flores oOptimas para el cultivo de anteras con una tijera previamente

esterilizada.

Siembra de anteras en medios de cultivo para la induccién de callos

Para la siembra se utilizaron envases plasticos en los cuales se vertid
aproximadamente 25 mL de medio de cultivo para inducir callos. Se sembraron
alrededor de 90 a 100 anteras por vaso teniendo en cuenta que de cada flor

cayeron de dos a cuatro anteras.

Una vez seleccionadas las flores para la siembra, se procedio a realizar una
pequefia incisién en la base de la misma para que de esta manera puedan caer las
anteras en el medio de cultivo (Figuras 2A y 2B); realizada la incision, se
tomaron con una pinza mediana las flores por el extremo donde se golpeo el
borde interior del vaso plastico que contenia el medio de cultivo (Fig. 2C). Estos
vasos se sellaron con strech film para evitar contaminacion, luego se
almacenaron en un cuarto oscuro a 24°C durante 60 dias aproximadamente. En
estas condiciones los granos de polen empezaron a dividirse mitdticamente

hasta la formacion de callos (Fig. 2D).

Debido a la poca disponibilidad de inflorescencias por cada cruzamiento, la

cantidad de anteras sembradas fue variable (Anexo 1.)
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Figura 2. Seleccion de flores para la siembra de anteras (A); Flores de arroz
seccionadas para ser sembradas (B); Siembra de anteras en medio de
cultivo de induccién de callos (C); Envase plastico utilizado para la

siembra de anteras de arroz (D). EELS/UG, 2014.

Transferencia de callos a medio de regeneracion de plantas

La formacion de callos se observd en aproximadamente dos meses de
almacenamiento en oscuridad y a una temperatura de 24°C (Fig. 3A y 3B), en
este periodo se comenzd la transferencia de los mismos a medios de cultivo para

regeneracion de plantas, dicho traspaso se lo realizd con pinzas cuello de cisne.

Durante el desarrollo de las plantas regeneradas, a éstas se las mantuvo a una
temperatura de 25°C, colocadas en estanterias con luz tenue, por una semana,
luego se las mantuvo con luz directa para proporcionar un fotoperiodo alrededor
de alrededor de 10 horas/dia (Fig. 3C).

15



,’ 1 ': -\7- >
L =B = g N C

Figura 3. Fase de transferencia de callos para regeneracion EELS/UG, 2014.

Aclimatacién de plantas R1

Una vez que se obtuvieron las plantas regeneradas y habiendo desarrollado su
sistema radicular y foliar (Figuras 4A y 4B), se las llevo a vivero donde se
procedié abrir el envase para su aclimatacion al ambiente; se las mantuvo
alrededor de uno a dos dias (Fig. 4C). Al siguiente dia se les retird del medio de
cultivo y se las dej6 en agua potable por un dia mas finalmente se las trasplantd

a macetas que contenian suelo de campo (Fig. 4D).

"‘"‘~~-—-n

Figura 4. Plantas regeneradas a partir del ciclo androgénico (A,B); plntas en
proceso de aclimatacion en vivero (C); plantas trasplantadas a
macetas con lodo (D). EELS/UG, 2014.
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3.5. Variables estudiadas

Potencial callogénico

Para determinar el potencial callogénico del material en estudio, se procedio a
promediar el numero de callos formados de cada uno de los cruces estudiados y
fueron transformados a porcentaje.

Diferenciacion de érganos

Esta variable se registro6 la cantidad de callos sembrados por cruce y el nime-

ro de callos que mostraron diferenciacién de tejido (hojas, raices).

Potencial de regeneracion

En esta variable se tomd en cuenta el nimero de plantas regeneradas por cru-

ce, luego se dividié para el nimero de callos sembrados.

Plantas verdes

Se realiz6 el conteo del nimero de plantas verdes regeneradas y se comparo
con el nimero de callos diferenciados de cada material; los datos se expresaron
en porcentaje.

Plantas albinas

Esta variable se obtuvo contando el nimero de plantas albinas regeneradas y

comparandolas con el niumero de callos diferenciados de cada cruce.

17



Nivel de ploidia

Para determinar el nivel de ploidia se utilizé la técnica de Citometria de Flujo
(CMF), siguiendo el protocolo del laboratorio de Biotecnologia del INIAP Esta-
cion Experimental Litoral Sur, el cual consistié en tomar la muestra de tejidos
foliares jovenes de plantas de arroz, luego se procedié a triturarla y tratarla con

el Kit para determinar ploidia. Para este propdsito se usé un equipo.

3.6. Andlisis estadistico

Debido a la naturaleza del ensayo, el analisis estadistico de las variables eva-
luadas se realizd6 mediante el uso de medidas de tendencia central y de dispersion

asi como graficos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Potencial callogénico

De acuerdo al nimero de anteras sembradas, mismas que fluctuaron entre
200y 1200, se obtuvieron entre 1y 148 callos (Anexol).

El  mayor potencial callogénico fue para el cruzamiento
GO0-30404 X GO-38063 con un 24.8 %, seguido de INIAP-12 X GO-38404 con
21.5 %y FEDEARROZ-50 X INIAP-12 con 12.3%; los de menor valor fueron
INIAP-14 X GO-38404 con 0.4%, INIAP-12 X INIAP-14 con 1.7% (Figura 5).

La mayor cantidad de anteras sembrada fue 1200 correspondiente a los cruces
GO38063/INIAP 14; INIAP 14/JAPON. De acuerdo con los resultados
obtenidos se puede afirmar que los callos producidos no necesariamente
dependen del mayor nimero de anteras sembradas; en contraste a lo mencionado
por Lentini, Martinez y Roca (1997) quienes aseguran que el mayor nimero de
callos producidos dependen de la mayor cantidad de anteras sembradas pasando
las 10000.

Por otro, lado se puede acotar que la respuesta obtenida probablemente se
deba a la constitucion genética intrinseca propia de cada tratamiento,
coincidiendo con lo mencionado por (Lentini, Martinez y Roca, 1997), quienes
sefialan que el genotipo es el factor que més influye en la frecuencia de anteras

productoras de callos.
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Figura 5. Porcentaje de potencial callogénico en el cultivo de anteras de 10 po-
blaciones F1 de arroz EELS/UG, 2014.

4.2. Diferenciacion de 6rganos

Acorde al numero de callos sembrados, los mismos que oscilaron entre 1 a

148, se obtuvieron de 2 a 3 callos diferenciados (Anexo 2).

El mayor porcentaje de diferenciacion de callos se presenté en el cruce
INIAP-16 X FEDEARROZ-50 con 23%; mientras que el menor porcentaje lo
obtuvo el cruzamiento GO38063/INIAP-14 con 6% (Figura 6).

Los resultados obtenidos en la diferenciacion de callos, especialmente en los
tratamientos que no presentaron una respuesta favorable, probablemente se deba
a la poca disponibilidad de ellos, a la constitucion genética de cada cruce, asi
como al estado de desarrollo del polen. Esta idea concuerda con Cristo y
Gonzélez (2000), quienes en su trabajo de investigacion observaron que no
existe correspondencia entre la respuesta de los genotipos en cuanto a porcentaje
de callos formados y el nimero de callos con brotes, y que puede estar dado por

la capacidad embriogeénica de los callos formados.
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Figura 6. Diferenciacién de callos transferidos a medios de regeneracion de plantas,
obtenido en 10 poblaciones F1 de arroz. EELS/UG, 2014.

4.3. Potencial de regeneracion

Conforme al nimero de callos diferenciados, los cuales variaron entre 2 y 3,

se obtuvo de 2 a 3 plantas, es decir un 100% de regeneracion (Anexo 3).

El mayor nimero de plantas regeneradas fue para los genotipos
INIAP-12 X GO38404 e INIAP-16 X FEDEARROZ-50 con 3 plantas
regeneradas cada uno; los de menor nimero de plantas regeneradas fueron los
tratamientos GO38063 X INIAP-14 e INIAP-16 X JAPON con 2 plantas cada
uno  (Figura7).

Con los datos obtenidos, especialmente en el porcentaje de plantas
regeneradas, se enfoca en los cruces donde no se presentd un resultado
favorable, posiblemente sea por el medio de cultivo para regeneracion de plantas
que se utilizo, los componentes y concentraciones de los compuestos no eran los
adecuados, ademas de las caracteristicas genéticas de los tratamientos en
estudio; resultados que coinciden con los ensayos realizados por
Rahemi, Aref, Nourozi y Bagheri (2007), donde indican que para obtener

regeneracion de plantas a través de la androgénesis depende en gran parte de los
21



componentes de los medios de cultivo ademas de los genotipos. Con lo antes
mencionado coincide Arana (2012), quien asegura que las probables causas para

la poca regeneracion de plantas son el genotipo y el medio de cultivo.
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Figura 7. Porcentaje de regeneracion de plantas in vitro, en 10
poblaciones F1 de arroz. EELS/UG, 2014.

4.4. Plantas verdes

De acuerdo al nimero de callos diferenciados, mismos que fluctuaron de dos

a tres callos, se identificaron de uno a dos plantas verdes regeneradas (Anexo 3).

El mayor ndmero de plantas verdes regeneradas fue para los tratamientos
INIAP-12 X GO38404 e INIAP-16 X FEDEARROZ-50 equivalente a un 67%;
el menor valor fue para el genotipo GO38063 X INIAP-14 con 50% (Figura 8).

En el presente trabajo el porcentaje de plantas verdes regeneradas se da en
un promedio de 18,3 % de frecuencia, es decir que dos de cada 10 cultivares
regeneraron plantas verdes. De acuerdo con trabajos de investigacion realizados
por Lentini, Martinez y Roca (1997), quienes mencionan que el genotipo es el

factor que mas influye en la proporcion de plantas verdes y albinas.
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Por otra parte, Velasquez, Artioli, Noguera y Marin (2010), sefialan que la
frecuencia de induccidn de callos y regeneracion de plantas de arroz a partir del
cultivo de anteras para los genotipos que estudiaron fue altamente dependiente

de los mismos.
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Figura 8. Porcentaje de plantas verdes regeneradas in vitro, de 10 poblaciones F1 de
arroz. EELS/UG, 2014.

45. Plantas albinas

Acorde al nimero de callos diferenciados, mismos que fluctuaron de dos a

tres, se obtuvieron entre uno a dos plantas albinas regeneradas (Anexo 5).

El mayor porcentaje de plantas albinas regeneradas, se dio en el cultivar
INIAP-16 X JAPON con 100%, seguido de GO38063 X INIAP-14 con 50%; los
de menor porcentaje fueron INIAP-12 X G038404 e
INIAP-16 X FEDEARROZ-50 con un 33% (Figura 9).
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Figura 9. Valores de plantas albinas regeneradas in vitro, expresado en (%); a partir de
10 poblaciones F1 de arroz. EELS/UG, 2014.

De acuerdo a investigaciones realizadas por Mohiuddin Abul Kashem,
Nilufer, Sultana 'y Ferdous ( 2011), mencionan que el alto porcentaje de plantas
albinas en el uso de esta herramienta biotecnologica, se debe basicamente a la
descomposicion del ADN en los plastidios, nlcleos o en ambos. Por otra parte
Makowska y Oleszczuk (2013), sefialan que el albinismo ocurre a menudo en
plantas derivadas de la androgénesis incluyendo la mayoria de los cereales
como: el trigo, centeno, avena Yy cebada. En la cebada
Makowska y Oleszczuk (2013) cita a (Caredda et al 2000; Castillo et al., 2000),
quienes indican que la fraccion de plantas albinas varia de 1 a 99,7%
dependiendo de los genotipos, informacién que se corrobord en la presente
investigacion ya que la dominancia de las plantas albinas se ve mas

representativaen  ejemplares de especie indica.
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4.6. Nivel de ploidia

Se determind que las plantas verdes regeneradas pertenecientes al cruce
INIAP16/FED50, fueron plantas con un solo grupo de cromosomas (n); es decir
haploides como se observa en la (Fig. 10). Cabe mencionar que las plantas ver-
des regeneradas de los cruces restantes no pudieron adaptarse a la fase de acli-

matacion, por tal motivo no se pudo realizar el respectivo andlisis de ploidia.

CyView o ; CyView n)

CyView CyView o)

nECAOMS
Vertas

Figura 10.  Analisis de ploidia, realizado a través del equipo marca PARTEC.
EELS/UG, 2014.
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V. CONCLUSION

De los diez cruzamientos utilizados en esta investigacion todos produjeron

callos, es decir que la técnica de cultivo de anteras en arroz fue eficiente.

No se obtuvo plantas dihaploides, ya que muchas de las plantas regeneradas

no pudieron adaptarse a la fase de aclimatacion.

Se obtuvieron cinco plantas albinas regeneradas de los siguientes cruces:
G038063 X INIAP-14, INIAP-12 X GO38404, INIAP-16 X FEDEARROZ-50 e
INIAP-16 X JAPON; igual nimero de plantas verdes en los siguientes
cruzamientos: GO038063 X INIAP-14, INIAP 12 X GO038404 e
INIAP-16 X FEDEARROZ-50.

Mediante el analisis de ploidia a través de la citometria de flujo, determino
que el tratamiento INIAP-16 X FEDEARROZ-50, fueron plantas haploides, es

decir de un solo grupo de cromosomas.
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VI. RECOMENDACIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se recomienda

lo siguiente:

e Evaluar las poblaciones que mostraron mayor respuesta al cultivo de anteras

en condiciones de campo.

e Ajustar protocolos relacionados a la regeneracion y aclimatacion de las plan-

tas, con la finalidad de disminuir la pérdida de plantas.
e Continuar utilizando el cultivo de anteras y la citometria de flujo como he-

rramientas biotecnoldgicas complementarias, para asi contribuir con progra-

mas de mejoramiento genéticos de diferentes proyectos.
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RESUMEN

La presente investigacion estuvo dirigida a la obtencion de plantas

dihaploides de arroz através del cultivo de anteras.

Los objetivos fueron: 1) Realizar el cultivo de anteras para obtener
microcallos; 2) Obtener plantulas dihaploides en 10 poblaciones de arroz y
3) Determinar la ploidia de las estas poblaciones F1 mediante la técnica de

citometria de flujo.

Se estudiaron diez poblaciones F1 de arroz, solo cuatro de éstas obtuvieron
mayor respuesta a la induccion de callos (GO38404 X GO38063;
INIAP-12 X GO38404; FEDEARROZ-50 X INIAP-12; INIAP-14 X JAPON),
mientras que en la diferenciacion de drganos resaltaron las poblaciones
INIAP-16 X FEDEARROZ-50; INIAP-16 X G038404;
INTAP-12 X GO38404; GO38063 X INIAP-14.

En la regeneracion de plantas, se obtuvieron los resultados esperados ya
que de las diez poblaciones en estudio, cuatro regeneraron plantas (GO38063
X INIAP-14; INIAP-12 X GO38404; INIAP-16 X FEDEARROZ-50;
INIAP-16 X JAPON). Los cultivares tipo indica, tuvieron mejor respuesta a
esta herramienta biotecnol6gica. Ademas se obtuvieron cinco plantas verdes en
los cultivares GO38063 X INIAP-14; INIAP-12 X GO38404,
INIAP-16 X FEDEARROZ-50; mientras que se obtuvieron cinco plantas
albinas en cuatro cultivares GO38063 X INIAP-14; INIAP-12 X GO38404,
INIAP-16 X FEDEARROZ-50; INIAP-16 X JAPON.
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La ploidia a través de la citometria de flujo, no se obtuvieron los resultados
esperados, puesto que de los tres cultivares que regeneraron plantas verdes solo
el cultivar INIAP-16 X FEDEARROZ-50 se adapt6 a la fase de aclimatacion,

la constitucidn genética de este genotipo tuvo un grupo cromosomas haploide.

29



SUMMARY

This research was aimed at obtaining diploid rice plants through anther culture.

The objectives were: 1) Conduct anther culture for microcalli; 2) Obtain 10 diploid
populations seedlings of rice and 3) determine the ploidy of these F1 populations by

flow cytometry technique.

Ten F1 rice populations were studied, only four of them obtained more responsive to
callus induction (GO38404 X GO38063; INIAP-12 X G038404;
INIAP  FEDEARROZ-50 X-12, X JAPAN INIAP-14), while the organ
differentiation highlighted the INIAP-16 X-50 FEDEARROZ populations;
INIAP-16 X GO38404; INIAP-12 X G0O38404; GO38063 X INIAP-14.

In regeneration plant, expected results and that of the ten populations under study,
four regenerated plants (; INIAP-12 X GO38404; INIAP-16 X FEDEARROZ-50;
INIAP-16 X JAPAN GO38063 X INIAP-14) were obtained . The type cultivars
suggests, had best answer to this biotechnological tool. Further in five green plant
regeneration plants were obtained in cultivars GO038063 X INIAP-14;
INIAP-12 X GO038404; FEDEARROZ INIAP-16 X-50; while five albino plants
were obtained in four cultivars GO38063 X INIAP-14; INIAP-12 X GO38404;
FEDEARROZ INIAP-16 X-50; INIAP-16 X JAPAN.

The ploidy by flow cytometry, the expected results were obtained, since the three
cultivars regenerated green plants only grow INIAP-16 X FEDEARROZ-50 was
adapted to the acclimatization phase, the genetic constitution of this genotype group

had a haploid chromosomes.
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ANEXOS

Anexo 1. Numero de anteras sembradas en medio de cultivo para induccién de callos (IC),
numero de callos obtenidos y potencial callogénico determinados en 10 pobla-
ciones F1 de arroz. EELS/UG, 2014

Anteras Callos Potencial
No. Cruce sembradas producidos callogénico
1 INIAP 12/INIAP 14 232 4 (;{?
2 GO38063/INIAP 14 1200 33 2,8
3 INIAP 14/G0O38404 250 1 0,4
4 G038404/FED50 200 6 3
5 G038404/G0O38063 597 148 24,8
6 INIAP 12/G0O38404 200 43 21,5
7 FED50/INIAP 12 465 57 12,3
8 INIAP 14/JAPON 600 32 53
9 INIAP 16/FED50 400 13 3,3
10 INIAP 16/JAPON 200 24 12
X 434,4 36,1 8,7
320 43,3 8,6

Anexo 2. Numero de callos sembrados en medio de cultivo para regeneracién de plantas
(RP), nimero de callos, callos diferenciados, y potencial de diferenciacién deter-
minados en 10 poblaciones F1 de arroz. EELS/UG, 2014.

Porcentaje de

No. Cruce Numero ) Callc_>s diferenciacion
de Callos diferenciados
(%)

1 INIAP 12/INIAP 14 4 0 0
2 GO38063/INIAP 14 33 2 6
3 INIAP 14/G0O38404 1 0 0
4 G038404/FED50 6 0 0
5 G038404/G0O38063 148 0 0
6 INIAP 12/G0O38404 43 3 7
7 FEDSO0/INIAP 12 57 0 0
8 INIAP 14/JAPON 32 0 0
9 INIAP 16/FED50 13 3 23
10 INIAP 16/JAPON 24 2 8
X 36,1 1 4.4
4331

35



Anexo 3. Numero de plantas regeneradas (%), transferidas a medios de cultivo para re-
generacion, callos diferenciados, nimeros de plantas. EELS/UG, 2014.

Porcentaje
No. — Callos Numero de de plantas
Diferenciados plantas regeneradas
(%)
1 INIAP 12/INIAP 14 0 0 0
2 GO38063/INIAP 14 2 2 100
3 INIAP 14/G0O38404 0 0 0
4 GO38404/FED50 0 0 0
5 G038404/G0O38063 0 0 0
6 INIAP 12/G0O38404 3 3 100
7 FEDSO0/INIAP 12 0 0 0
8 INIAP 14/JAPON 0 0 0
9 INIAP 16/FED50 3 3 100
10 INIAP 16/JAPON 2 2 100
X 1 1 40
S - - -

Anexo 4. indice de plantas verdes regeneradas a partir de callos diferenciados, y nimero de
callos transferidos a medio de cultivo para regeneracion de planta. EELS-UG, 2014.

Porcentaje de

Callos Plantas verdes plantas verdes
No. Cruce
diferenciados regeneradas regeneradas

(%)
1 INIAP 12/INIAP 14 0 0 0
2 GO38063/INIAP 14 2 1 50
3 INIAP 14/G0O38404 0 0 0
4 G038404/FED50 0 0 0
5 G038404/G0O38063 0 0 0
6 INIAP 12/G0O38404 3 2 67
7 FEDS50/INIAP 12 0 0 0
8 INIAP 14/JAPON 0 0 0
9 INIAP 16/FED50 3 2 67
10 INIAP 16/JAPON 2 0 0

X 1 0,5 18,3
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Anexo 5. Indice de plantas albinas regeneradas a partir de callos diferenciados, y nimero de
callos transferidos a medio cultivo para regeneracion. EELS/UG, 2014.

Porcentaje de

Plantas .
Callos ) plantas albinas
No. Cruce ) . albinas
diferenciados regeneradas
regeneradas

(%)
1 INIAP 12/INIAP 14 0 0 0
2 GO38063/INIAP 14 2 1 50
3 INIAP 14/G0O38404 0 0 0
4 GO38404/FED50 0 0 0
5 G038404/G0O38063 0 0 0
6 INIAP 12/G0O38404 3 1 33
7 FEDS50/INIAP 12 0 0 0
8 INIAP 14/JAPON 0 0 0
9 INIAP 16/FED50 3 1 33

10 INIAP 16/JAPON 2 2 100

X 1 0,5 21,7

S — - -
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Anexo 6. Preparacion y almacenamiento de soluciones stocks y medio de cultivo M1, para la induccion de callos. (Fuente:

CIAT)
SOLUCION
CANTIDAD | H,O STOCKILITRO PREPARACION Y ALMACENAMIENTO DE
2 2 DE MEDI
SOLUCION | COMPONENTES ma) L) ) O SOLUCIONESSTOCKS
(NH,),SO, 2320
KNO; 31340 Disolver en agua destilada y deionizada. Mantener en
1 MgS04.7H,0 1860 1000 100 refrigeracion méximo un mes
CaCl,.2H,0 1500
Na,Mo00,.2H,0 25
H4BO; 600 . . -
MnSO,.H,0 1690 D_|solver en _agua destilada y delonlzada._ El CuSQ4.§H20 se
) ZnSO..7H,0 1000 00 disuelve previamente en 1 mL de agua destilada y deionizada, de
CuSO4.5H,0 2,5 1 igual forma se disuelve CoCl, antes de incorporarse a la solu-
CoCl, 1,4 1 cion stock. Mantener en refrigeracion hasta por 5 meses
Kl 100
Tiamina-HCI 125 Disolver en agua destilada y deionizada. Cuando al preparar la
Acidonicotinico 125 solucion con Tiamina-HCI, este producto no se disuelve bien, se
3 Piridoxina-HCI 125 50 1 debe calentar ligeramente. Esta solucion se puede guardar du-
Glicina 125 rante 1 6 2 meses, en refrigeracion.
Disolver en agua destilada deionizada. Mantener en
4 KHzPO, 5400 100 10 refrigeracion has?a por 5 meses. g
Para preparar la solucion fuente de hierro, se disuelven por
separado en agua destilada y deionizada, el Na;EDTA y el
Fe,SO,.7H,0, en la cuarta parte del volumen final de la solu-
cion, al disolver el Na,EDTA se debe calentar un poco en ba-
5 Na;EDTA 750 100 5 fio de Maria. Posteriormente se mezclan los dos volumenes, se
Fe»S04.7H,0 550 agitan bien y se deja enfriar, para luego completar con el agua el

volumen final. La solucion se debe envasar en un frasco oscuro,
y se almacena a temperatura ambiente, donde puede mantenerse
hasta por 5 meses.
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2,4-D

50

100

La solucién 2,4-D se prepara adicionando los 50 mg del com-
puesto a 5 mL de etanol de 50% calentado levemente al ba-
fio de Maria. Luego se ajusta el volumen final a 100 mL, con
agua previamente calentada a la misma temperatura. Almacenar
en refrigeracion.

AFA

100

100

10

Disolver 100 mg de AFA en 50 mL de agua destilada, calentar
suavemente, ajustar el volumen final a 100 mL con agua desti-
lada vy filtrar utilizando filtros de 0,22 micras; debe hacerse en
camara con extractor de aire. Almacenar en refrigeracién en
frasco oscuro.

Cinetina

100

100

0,5

La solucién de Cinetina se prepara disolviendo los 100 mg del
compuesto en aproximadamente 5 mL de HCI 0,5 N. Se calienta
a baja temperatura hasta que se disuelva, y entonces se ajusta el
volumen a 100 mL. Esta solucion se divide en alicuotas de
aproximadamente 10 mL cada una, para almacenar en el
congelador a 0°C. Antes de usar cada alicuota se debe des-
congelar en bafio de Maria, y el remanente se almacena a 4°C
(refrigerador) por un maximo de 1 mes.

Preparacion de 1 litro de medio M1 para induccién de callos:

No g ~wh R

Colocar 500 mL de agua destilada y deionizada en el recipiente donde va a preparar el medio
Adicionar las cantidades de las soluciones madres, siguiendo el mismo orden y con agitacion continua; excepto el AFA.

Adicionar 80 g de maltosa
Completar el volumen a 1 litro
Ajustar el pHa 5,8

Esterilizar el medio en un autoclave a 122 °C de temperatura y 20 psi de presion, durante 15 minutos
Enfriar, adicionar el AFA en camara (esterilizado con filtro 0,22 micras), dispensar y almacenar en refrigeracion, donde puede permanecer hasta

por 2 meses
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Anexo 7. Preparacion y almacenamiento de soluciones stocks y medio de cultivo L1, para la induccién de callos.

SOLUCION
- STOCK/LITRO PREPARACIONY ALMACENAMIENTO DE SO-
SOLUCION | COMPONENTES | CANTIDAD | H,0 DE MEDIO LUCIONESSTOCKS
(mg) | (mL) (L)
KNO; 38000
1 NH4NO; 33250 500 25 Disolver en agua destilada y deionizada. Mantener en
KH,PO, 3400 refrigeracién hasta por 1 meses
MgSQ4.7H,0 7400
MnS0O4.H,0O 1690
H3BO; Cu- 620 Disolver en agua destilada y deionizada. EI CuSO,.5H,0 se
5 S0,4.5H,0 50 100 1 disuelve previamente en 1 mL de agua destilada y deionizada,
ZnS0,.7H,0 1050 de igual forma se disuelve CoCl, antes de incorporarse a la
H,MoO,4 50 solucion stock. Mantener en refrigeracion hasta por 5 meses
CoCl, 5
Para preparar la solucién fuente de hierro, se disuelven por
separado en agua destilada y deionizada, el Na,EDTA vy el
Fe,S0O,4.7H,0, en la cuarta parte del volumen final de la solu-
Fe,S0,.7H,0 278 100 c~:|on. Al d|§olver el NazEDTA se debe calentar un pf)co en ba-
3 374 10 fio de Maria. Posteriormente se mezclan los dos volimenes, se
Na;EDTA agitan bien y se deja enfriar, para luego completar con el
agua el volumen final. La solucién se debe envasar en un frasco
oscuro, y se almacena a temperatura ambiente, donde puede
mantenerse hasta por cinco meses.
4 CaCl,.2H,0 1760 100 29 Disolver en agua destilada y deionizada. Mantener en
' refrigeracién hasta por cinco meses.
5 Kl 20 25 1 Disolver en agua destilada y deionizada. Mantener en

refrigeracion hasta por un meses
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Acidonicotinico 50

Piridoxina 50 Disolver en agua destilada y deionizada. Cuando al preparar la
6 Thiamina Glici- 100 1000 10 solucion con Tiamina-HCI, este producto no se disuelve bien,
na Arginina 200 se debe calentar ligeramente. Esta solucion se puede guardar
Biotina 1.25 durante uno 6 dos meses, en refrigeracion.
170
La solucion AlA se prepara adicionando los 25 mg del com-
. " uesto a 2.5 mL de etanol al 50% calentado levemente al ba-
7 Acido Indol Acetico 25 1000 2 20 de Maria. Luego se ajusta el volumen final a 1000 mL,
con agua previamente calentada a la misma temperatura.
Almacenar en refrigeracion.

La solucién de Cinetina se prepara disolviendo los 25 mg del
8 Cinetina 25 100 2 compuesto en 1 mL de HCI 0.5 N. Se calienta a baja tempe-
ratura hasta que se disuelva, y entonces se ajusta el volumen a

100 mL. Almacenar en refrigeracion.
La solucion 2.4-D se prepara adicionando los 25 mg del com-
24D o5 25 puesto a 2.5 mL de etanol al 50% calentado levemente al ba-
9 ' 1 fio de Maria. Luego se ajusta el volumen final a 100 mL, con

agua previamente calentada a la misma temperatura. Alma-
cenar en refrigeracion.

Preparacidn de 1 litro de medio MS para induccidn de callos:

© 0Nk WD

Colocar 500 mL de agua destilada y deionizada en el recipiente donde va a preparar el medio

Adicionar las cantidades de las soluciones madres, siguiendo el mismo orden y con agitacion continua
Adicionar 100 mg de Myo-Inositol

Adicionar 50 mg de Acido Ascorbico

Adicionar 30 g de sacarosa

Adicionar 100 mL de agua de coco

Completar el volumen a1 litro, Ajustar el pH a 5.8 y adicionar 3 g de Gellan Gum

Esterilizar el medio en un autoclave a 122 °C de temperatura y 20 psi de presion, durante 15 minutos
Dispensar en camara de flujo, enfriar y almacenar en refrigeracion, donde puede permanecer hasta por 2 meses
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Anexo 8. Preparacién y almacenamiento de soluciones stocks y medio de cultivo MS, para regeneracion de plantas. (Fuente:
CIAT)
SOLUCION
STOCKI/LITRO )
- CANTIDAD | H,O PREPARACIONY ALMACENAMIENTO DE SO-
SOLUCION | COMPONENTES (mg) (mL) DE:\r/InELI)DIO LUCIONESSTOCKS
NH;NO; 82400
1 KNO3 95200 1000 20 Disolver en agua destilada y deionizada. Mantener en
MgS0..7H,0 18400 refrigeracion hasta por 1 meses
KH,PO, 8400
Na,Mo00,.2H,0 25
HsBO; 620 Disolver en agua destilada y deionizada. El CuSO,.5H,0 se
2 MnS0O,.H,0 1692 100 1 . . . o
ZnS04.7H,0 860 _dlsuelve previamente en 1 mL de agua de_stllada y deionizada, de
) igual forma se disuelve CoCl, antes de incorporarse a la solu-
CuS04.5H,0 25 ” - L
CoCl, 14 cion stock. Mantener en refrigeracion hasta por 5 meses
3 KI 83 100 1 Dlsc_)Iver en agua destilada y deionizada. Mantener en
refrigeracion hasta por 5 meses
4 CaCl,.2H,0 1500 100 29 Dlsglver _<?n agua destilada y deionizada. Mantener en
refrigeracion hasta por 5 meses
Para preparar la solucion fuente de hierro, se disuelven por
separado en agua destilada y deionizada, el Na,EDTA y el
Fe,SO,4.7H,0, en la cuarta parte del volumen final de la solu-
Na,EDTA 750 cion. Al d|§olver el _NagEDTA se debe calentar un poco en ba-
5 100 5 flo de Maria. Posteriormente se mezclan los dos volimenes, se
Fe,S0,.7H,0 550 . . . .
agitan bien y se deja enfriar, para luego completar con el agua el
volumen final. La solucién se debe envasar en un frasco oscuro,
y se almacena a temperatura ambiente, donde puede mantenerse
hasta nor 5 meses
Tiamina-HCI 10 Disolver en agua destilada y deionizada. Cuando al preparar la
6 Acidonicotinico 50 100 1 solucion con Tiamina-HCI, este producto no se disuelve bien, se
Piridoxina-HCI 50 debe calentar ligeramente. Esta solucion se puede guardar du-
Glicina 200 rante 1 6 2 meses, en refrigeracion.
7 myo-Inositol 5000 500 10 Dlsc_JIver _@n agua destilada y deionizada. Mantener en
refrigeracion hasta por 2 meses
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La solucién de é&cido naftalenacético (ANA) se prepara disol-
viendo 200 mg del compuesto en aproximadamente 5 mL de
ANA 200 200 1 KOH 0,5 N. Luego se calienta a temperatura baja hasta di-
solver y se completa con agua el volumen final a 200 mL. Es
aconsejable preparar esta solucion semanalmente.

La solucién de Cinetina se prepara disolviendo los 500 mg del
compuesto en aproximadamente 25 mL de HCI 0.5 N. Se ca-
lienta a baja temperatura hasta que se disuelva, y entonces se
ajusta el volumen a 500 mL. Esta solucion se divide en alicuotas
de aproximadamente 10 mL cada una, para almacenar en el
congelador a 0°C. Antes de usar cada alicuota se debe des-
congelar en bafio de Maria, y el remanente se almacena a 4°C
(refrigerador) por un maximo de 1 mes.

Cinetina 500 500 4

Preparacion de 1 litro de medio MS para regeneracion de plantas:

© Nk NP

Colocar 500 mL de agua destilada y deionizada en el recipiente donde va a preparar el medio

Adicionar las cantidades de las soluciones madres, siguiendo el mismo orden y con agitacion continua
Adicionar 30 g de sacarosa

Completar el volumen a1 litro

Ajustar el pHa5.8

Adicionar 3 g de Gellan Gum

Esterilizar en un autoclave a 122°C de temperatura y 20 psi de presion , durante 15 minutos

Dispensar en camara de flujo, enfriar y almacenar en refrigeracion, donde puede permanecer hasta por 2 meses
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