OBTENCION DE LINEAS HOMOCIGOTAS DE ARROZ (Oryzae sativa
L.) TOLERANTES A LA TOXICIDAD DE ALUMINIO UTILIZANDO
EL CULTIVO DE ANTERAS

COMPENDIO

Se evaluaron 24 variedades de arroz
por su tolerancia a toxicidad de alumi-
nio y por la respuesta de sus anteras al
cultivo in vitro; ademas, se cultivaron
anterasde hibridos F; de variedades se-
leccionadas. El 46.3 o/o de las plantas
obtenidas de anteras resultaron diploi-
des, el 31.8 o/o haploides y el 21.9 o/o
triploides. En las plantas diploides pro-
venientes de un mismo hibrido se ob-
servaron diferencias fenotipicas marca-
das (segregacion), pero cada Iinea fue
homocigota (fioracién, altura de la
pianta, macollamiento, tamaio de pa-
nicula). Las plantas diploides provienen
de las microsporas y no del tejido soma-
tico de la antera. Ademas, la progenie
de plantas obtenidas de anteras presen-
to caracteristicas heredadas de los pro-
genitores. El cultivo de anteras permite
producir plantas diploides homocigotas
con caracterfsticas deseadas, en poco
tiempo, a partir de hibridos convencio-
nales.
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ABSTRACT

Twenty four rice cultivars were evalua-
ted for tolerance to aluminum toxicity
under greenhouse conditions and res-
ponse to anther culture in vitro. Besi-
des, anthers from F; plants obtained
by crossing cultivars tolerant and sus-
ceptible to aluminum toxicity were cul-
tured. Chromosome counting in root
tips indicated that 46.3 o/0 of the total
plants  regenerated were diploid,
31.8 o/o haploid and 21.9 o/o triploid.
Lines derived from the same cross sho-
wed marked differences among them
(segregation) but each line was homo-
zygous for most agronomic characters
(flowering, plant height, tillering, and
panicle sizé) and reaction to Pyricularia
oryzae and Sogatodes oryzicola. Di-
ploid plants originated from microspo-
res and nor from the somatic tissue of
the anther; these plants inherited seve-
ral characters from each parent invol-
ved in the cross. Through anther cultu-
re improved bomozygous lines can be
obtained in 1-2 generations with saving
in time, labour, land, and money.
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1. INTRODUCCION

En América Latina existen unas 700 millones de hectareas potencialmen-
te cultivables con arroz, como los Llanos Orientales de Colombia, pero que
estan subutilizadas debido a la alta acidez de los suelos, asociada con pro-
blemas de toxicidad de aluminio (CIAT, 2).

Una forma rentable de producir en estas areas con poco uso de insumos
consiste en el desarrollo de genotipos superiores adaptados a condiciones
adversas. El cultivo in vitro de anteras, por la economia en tiempo, espacio
y mano de obra, figura entre las herramientas modernas que podrian em-
plearse en la obtencion de variedades mejoradas (Bajaj, 1; Oono, 23; Zeng,,
34).

Cultivando anteras o polen inmaduro de plantas F, o F, de cruces ton-
vencionales, se pueden obtener plantas homocigotas sin segregacion poste-
rior, ni pérdida de vigor. Las poblaciones producidas tienen la variacién in-
herente que podria encontrarse en generaciones segregantes, pero los indi-
viduos tienen un genotipo fijo que no segrega y mantiene el vigor. Las pro-
genies producidas se pueden evaluar por rendimiento y otras caracteristi-
cas deseables, lo cual requiere mayor tiempo y esfuerzo cuando se siguen
las técnicas convencionales de mejoramiento. Ademas, los caracteres con-
trolados por genes recesivos, como tolerancia a la toxicidad por aluminio
(Martinez, 17), se manifiestan en lineas producidas por este sistema.

Los objetivos del trabajo fueron, seleccionar lineas homcigotas de arroz
tolerantes a la toxicidad del aluminio mediante el cultivo de anteras e in-
vestigar in vitro las diferencias varietales en la respuesta de callos de semi-
llas provenientes de variedades susceptibles y tolerantes a la toxicidad del
aluminio.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

En el Centro de Agricultura Tropical- CIAT, se evaluaron 24 variedades
de arroz por su tolerancia a la toxicidad de aluminio y por la respuesta de
sus anteras al cultivo in vitro y se cultivaron in vitro anteras de los cruza-
mientos seleccionados (IR 5/Tox 1010-45-1-1, IR 43/IAC 25, IAC 164//
IR 43/ Monolaya e IAC 165 // IR 43/ Monolaya).

Se utilizé la técnica de la longitud relativa radicular-LRR (Howeler y Ca-
david, 12) y la solucién nutritiva de Yoshida et al modificada (31), para
evaluar la tolerancia de los materiales a la toxicidad de aluminio. Cinco
plantulas de cada variedad se colocaron en una solucién testigo y en otra
con 30 ppm de AICl;, con tres repeticiones por tratamiento. Se utiliz6
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un disefio de bloque completos al azar y se hicieron analisis de varianza y
la prueba de Duncan. Diariamente se ajusto el pH a 4.0 y se repuso el agua
evaporada; se renovo la solucion nutritiva cada ocho dias.

La metodologia del cultivo de anteras incluyo: planta donante y selec-
cion de la panicula, desinfestacion de la panicula, determinacion del esta-
do de desarrollo del polen, tratamiento con frio de las anteras, medio de
cultivo, cultivo in vitro, transplante de las plantas regeneradas y analisis de
las plantas obtenidas (Narvaez, 20). Se conté el nimero de cromosomas de
la punta de la raiz cuando las plantas tuvieron 3 semanas.

Para determinar preliminarmente si la tolerancia al aluminio se manifies-
ta a nivel celular o es un fenémeno de la planta completa, se sembraron se-
millas de una variedad tolerante y otra susceptible, en condiciones asépti-
cas en un medio nutritivo que contiene las sales minerales de Murashige y
Skoog (19) suplementado con 2.0 mg/l1de 2,4-D y 2.0mg/l de ANA,
aminoacidos libres, sacarosa, vitaminas y agar. Se utilizaron cuatro concen-
traciones de Al EDTA (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 mM) con 6 repeticiones y 10 se-
millas por repeticion. El pH se ajusté a 5.5 antes de filtrarlos para eéfectos
de esterilizacion. Las semillas se incubaron en la oscuridad para inducir ca-
llos. Al cabo de 15 dias se pasaron a medio fresco y a las cuatro semanas
se evaluo el peso fresco y seco y se compard con el testigo sin aluminio.
Los resultados se sometieron a analisis estadistico mediante un disefio ex-
perimental completamente aleatorio.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion de las variedades a la toxicidad del aluminio y respuesta de
sus anteras al cultivo in vitro.

Se encontraron diferencias significativas entre variedades y en la interac-
cion variedad por aluminio en el indice de tolerancia al aluminio (LRR);
las variedades MI 48, Colombia 1, Miramono, etc. son significativamente
diferentes de las restantes (Cuadro 1). Empleando este método se pueden
clasificar las variedades tolerantes y susceptibles al aluminio (Howeler y
Cadavid, 12; IRRI, 14).

El 56 ofo de las variedades produjeron callos, pero solo cinco regenera-
ron plantas (Cuadro 1), lo cual senala el efecto del genotipo puesto que
las variedades del grupo Japonica responden mejor que las del Indica al
cultivo in vitro (Chaleff y Stolarz, 3; Oono, 23; Tsai y Lin, 28; Zapata et
al, 32). Por otro lado, se puede notar que las variedades con mayor indice
de tolerancia presentan cierta tendencia a responder mejor al cultivo in vi-
tro. Sin embargo, buen niimero de las variedades tolerantes a la toxicidad
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Cuadro 1

Respuesta de 23 variedades de arroz a la toxicidad causada por aluminio y al cultivo in vitro de

anteras
Formacion de callo Regeneracion de plantas
Indice anteras inoculadas Callos inoculados

Varied ad LRR? No. ofo No. ofo
Mi 48 1078 a 372 75 24 4.1
Colombia 1 1.068 ab 344 17.7 38 0
Miramono 0.98 ab 383 1122 30 0
Monolaya 096 abc 362 162 28 35
IAC 25 094 abc 2567 B0 40 0
1AC 164 0.93 abc 258 290 42 0
Tox 1010-45-1-1 093 cd 520 2365 1 54 .4
Ceysvoni 087 cd 312 0 0 0
Bbt 50 086 cod 327 17.7 30 0
0.5.6 085 cod 328 1823 32 0
Camponi 081 defg 310 0 0 0
IRAT 13 0.79 efgh 325 224 14 7.14
Ciwini 0.75 efgh 344 26.0 40 0
Tox 728 0.71 fghij 328 0 0 0
IRATS8 0.71 fghi 324 0 (4] 0
IR5 0.68 fghij 318 628 15 0
IR 4568 0.68 ghij azo0 0 0 0
Tapuripa 0.66 jk 308 0 0 0
IR 1144 0.65 ijk 332 0 0 0
IR 43 0.63 hij 287 19.3 13 76
Damaris 0.63 jk 293 0 0 0
CR 1113 0.61 ghij 264 0 0 0
IR 4422 048 k 282 0 (1} 0

Longitud raiz 30 ppm
Longitud rafiz O ppm

LRR =

Medio de induccion de callos: N6 + 2.0mg/l2.4-D + 2.0 mg/t ANA + 6 ofo sacarosa + 0.8 o/o agar.
Medio de regeneracion: MS + 3 ofo sacarosa + 08 agar.
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del aluminio pertenecen al grupo Indica (Howeler y Cadavid, 12; IRRI, 14).

8.2. Respuesta de hibridos F, al cultivo in vitro.

La generacion F, responde mejor al cultivo in vitro que sus progenitores
(Cuadro 2), como lo habfan registrado otras investigaciones (Chung, 2; Rai-
na, 25; Zapata et al, 33). En la mayoria de los casos la respuesta de los hi-
bridos fue superior o igual a la de los padres, excepto IR 5/ Tox 1010- 45 -
1-1, el cual presentd6 menor produccion de callos, pero alto porcentaje de
regeneracion de plantas. La superioridad de los hibridos F, se explica co-
mo resultado de la heterosis del hibrido, la cual puede incrementar el vigor
en la produccion de callos y regeneracion de plantas (Zapata et al, 33). La
mejor respuesta de la F, es importante puesto que vuelve innecesaria la eva-
luacion previa de los progenitores para determinar su respuesta al cultivo
de anteras.

3.3. Medio de cultivo.

En la regeneracion de plantas de anteras de hibridos F, influyen el geno-
tipo, el medio de cultivo y la interaccién de ambos factores (Cuadro 3).

El hibrido IAC 165// IR 43 [ Monolaya mostré mayor capacidad de re-
generacion de plantas presentando a la vez el mas alto indice de plantas al-
binas, factor que también se ha asociado con el genotipo (Chung, 10; Oo-
no, 23; Wang et al, 29). Sin embargo, el medio 4 permiti6 regenerar mayor
nimero de plantas verdes en todos los materiales, lo cual indica que modi-
ficando el medio de cultivo se puede mejorar la respuesta de algunos geno-
tipos.

El medio de induccion de callos parece que influye notablemente sobre
la rediferenciacion de plantas a partir de callos (Institute of Genetic, 13 ).
Es probable que la proliferacion celular inducida por el 2, 4-D, dificulte los
procesos de rediferenciacion de esas mismas células. Sin embargo, en los
medios con anti-auxina (acido tri-iodobenzoicoico-TIBA) el nimero total
de plantas regeneradas fue similar al de los otros dos medios.

3.4. Anilisis de plantas obtenidas de anteras de hibridos F, y su progenie.

Las plantas regeneradas a partir del cultivo de anteras de arroz general-
mente presentan diferentes niveles de ploidia (Chu, 9; Heszky, 11; Institu-
te of Genetic, 13; Kucherenko, 16; Raina, 25), lo cual se ha tratado de ex-
plicar con base en fenomenos de endomitosis, fusion de ntcleos, pérdida
de cromosomas y otros cambios cariologicos que acontecen durante la fa-
se de cultivo in vitro de los callos (Chen et al, 6; Institute of Genetic, 18).
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Cuadro 2

Respuesta de las anteras de hibridos de arroz al cultivo in vitro

Formacion de callos Regeneracion de plantas
Anteras Callos
Material No. ofo No. ofo
IAC 164 (d) 257 628 20 0.00
Monolaya (3) 362 1620 28 350
F,(IAC 164// IR 43/Monolaya 1354 51.70 148 11.48
IR5 (?) 318 628 20 0.00
Tox 101045-1-1 (d) 478 2460 20 50.00
F (IR 5/Tox 1010-45-1-1) 1200 3.00 25 56.00
IR 43 (?) 287 19.30 13 7.60
IAC 25 (d) 257 35.00 34 0.00
F, (IR 43/IAC 25) 1095 3490 206 19.19

Medio de induccion de callos: N6 + 0.2 mg/l 2.4-D + 2.0 mg/l ANA + 6 o/o sacarosa +0.8 o/o agar.
Medio de regeneracién: MS +0.4 ppm BAP +0.05 ppm GA +0.02 ANA +2 o/o sacarosa +0.60/0 agar.
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Cuadro 3

Evaluacion de cuatro medios para regeneracion de plantas en tres genotipos (hibridos F;).

IAC 164//IR 43 / Monolaya IAC 165 // IR 43 / Monolaya IR 43/ IAC 25
Callos No. callos Callos No. callos Callos No. callos
inoculados con plantas inoculados con plantas inoculados con plantas
M edio NO. Verdes Albinas No. Verdes Alhinas No. Verdes Albinas

MS + 0.1 ppm TIBA +

500 ppm CH + 5 0/o 37 3 1 40 6 6 50 3 1
Sacarosa + 0.6 o/o agar

MS + 0.2 ppm ANA + 0.2

ppm BAP + 0.2 ppm 2ip + 37 3 1 40 5 6 50 = | 1
5 o/o sacarosa + 0.6 o/o agar

MS + 0.2 ppm TIBA + 0.05
BAP + 0.2 ppm GA + 5 0/o 37 2 2 40 3 4 50 3 1
sacarosa + 0.6 o/o agar

MS + 0.04 ppm BAP + 0.05
ppm GA + 0.02 ANA + 2 0/o 37 4 1 40 7 0 50 7 2
sacarosa + 0.6 o/o agar.

Medio induccion de callo: N6 + 2.0 mg/l 2.4-D + 2.0 mg/l ANA + 6 o/o sacarosa + 0.8 o/o agar.



De 14 plantas regeneradas del cruzamiento IR 5/Tox 1010-45-1-1 sie -
te (50 ofo) fueron diploides, 4 (28.5 o/o) haploides y 8 (21.5 o/o) triploi-
des. Las plantas haploides fueron estériles y de menor tamafio, las diploi -
des fértiles y las triploides parcialmente estériles y de mayor tamaiio.

3.5. Variaciones observadas.

En algunas de las plantas obtenidas se observaron cambios en la altura,
mal formacion de la hoja bandera, espigas anormales y esterilidad. Algunos
investigadores (Institute of Genetic, 13; Kucherenko, 16; Nishiet al, 22;
Yin et al, 30) han indicado la presencia de variaciones morfologicas ( cam-
bio en altura, macollamiento, tamano de la panicula, tamafio y forma de
las hojas y esterilidad) que ocurren durante la fase del cultivo in vitro y pue-
den servir como nuevas fuentes de variabilidad genética.

En este trabajo una de las plantas triploides prevalentemente estéril pre-
sent6 algunas paniculas fértiles de mayor tamarfio, hecho debido posible -
mente a la fusion de dos callos provenientes de microsporas diferentes 0 a
mutaciones.

3.6. Segregacion y recombinacion de caracteres.

La progenie de las siete plantas diploides obtenidas mediante el cultivo
de anteras a partir del cruzamiento IR 5/ Tox 101045-1-1, se sembro en el
campo con el fin de determinar el grado de homocigosis.

Hubo diferencias fenotipicas marcadas entre las lineas y entre las lineas

y los parentales en cuanto a macollamiento, floracion, ciclo vegetativo, al-
tura de la planta, fertilidad, longitud de la panicula, peso de 1000 granos y
tipo de grano. Los valores promedios de las lineas para casi todos los carac-
teres estuvieron dentro del rango presentado por los padres. Se observé que
mientras IR 5 es resistente al dafio mecanico del insecto Sogatodes oryzico-
lay Tox 1010-45-1-1 es susceptible, todas las Iineas resultaron resistentes.
En el caso de Piricularia oryzae todas las lineas, al igual que los parentales,
resultaron resistentes (Cuadro 4).

Las variedades IR 5 y Tox 1010-45-1-1 presentaron granos sin aristacon
y sin pubescencia respectivamente, mientras que las Iineas exhibieron gra-
nos pubescentes y tres de ellas con arista. Estos resultados concuerdan con
los de otros trabajos (Raina, 25; Shen et al, 27) y demuestran que las plan-
tas obtenidas de anteras de hibridos son producto de la recombinacion ge-
nética que acontece durante la meiosis y tiencn la variacion inherente que
podria encontrarse en una poblacion segregante F, . Eventos meioticos ta-
les como segregacion, distribucion independiente, unién y recombinacion
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Cuadro 4

Algunas caracteristicas de la progenie de plantas diploides obtenidas de anteras del hibrido F, (IR 5/ Tox 1010-45-1-1) y sus parentales.

Material Altura Reaccién a
Macollas Dias a Dias 3 Paniculas planta Fertilided Longitud Peso 1000 Tipo de Sogata pyricularia

Material No. floracién madurez No. (em) ofo ** panicula granos grano (hojas)

IRS(9) nso 119 150 268 866 830 192 2940 Pubescente R R
Sin arista

A* 28.00 108 128 189 955 703 198 2260 Pubescente R R
Sin arista

8 29.00 110 130 249 89.0 605 208 2350 Pubescente R R
Aristado

c 27.60 115 140 19,6 766 686 188 2372 Pubescente R R
Aristado

D .32 113 134 213 05 670 186 2373 Pubescente R R
Aristado

E 2037 114 136 240 68.9 724 211 2623 Pubescente R R
Aristado

F 2250 98 120 201 728 780 234 2557 Pubescente R R
Sin arista

G 20 104 126 20.1 9586 820 21.0 2662 Pubescente R R
Sin arista

Tox 1010- 16.50 92 114 162 882 B1.0 200 33.77 Glabro S R

45-1-1-(d) Sin arista

*A -G = Progenie de plantas diploides.

Resistente; S = Susceptible

Nimero de granos llenos en una muestra de 100 granos.



que ocurren en arroz pueden detectarse en plantas provenientes de polen
vy los rangos de segregacion de los caracteres estudiados coinciden con los

esperados (Chen et al, 6). Esto demuestra que cada grano de polen tiene
la misma capacidad de regenerar plantas.

3.7. Prueba de uniformidad en el campo.

Las lineas regeneradas a partir del cultivo de anteras tuvieron valores
promedios diferentes en cuanto a nimero de macollas, niimero de panicu-
las, longitud de la panicula y altura de las plantas; esos valores también fue-
ron diferentes a los de IR 5 y Tox 1010-45-1-1 (Cuadro 5). En general, los
valores promedios correspondientes a las lineas cayeron dentro de los ran-
gos exhibidos por los padres; sin embargo, las lineas E, F y G tuvieron pa-
niculas mas largas que Tox 1010-45-1-1.. Los datos indican que las Iineas
son genéticamente distintas y que la variabilidad observada en los cuatro
caracteres analizados se debe a factor ambiental y no a segregacion de carac-
teres; tanto en los padres como en las lineas el nimero de macollas y el nii-
mero de paniculas fueron mas afectadas por el medio ambiente. Se conclu-
ye que.las lineas diploides son homocigotas y que tuvieron su origen en la
duplicacién espontanea de los cromosomas (haploides doblados) d urante
el cultivo in vitro; tal como se ha registrado en otros trabajos (Chase, 4 ;
Chen et al, 6; Chen y Li, 7; Kinoshita, 15).

3.8. Tolerancia a la toxicidad del aluminio.

Se evaluo la respuesta a la toxicidad del aluminio de la progenie de sie-
te plantas diploides, obtenidas a partir del cultivo de anteras del hibrido
IR 5/ Tox 1010-45-1-1, y de los progenitores.

Con excepcion de la linea F, las otras presentaron niveles de tolerancia
intermedios entre los valores de sus progenitores, uno de los cuales es sus-
ceptible (IR 5) y el otro tolerante (Tox 1010-45-1-1) a la toxicidad del alu-
minio (Fig. 1). AGn cuando no hubo diferencias significativas entre el indi-
ce de tolerancia de las lineas y del padre susceptible, los datos sugieren que
las lineas A, G, E, D y B son mas tolerantes que IR 5. Estas lineas se eva-
Iuaron en suelos acidos de Villavicencio, donde impera la toxicidad de alu-
minio, para comprobar su comportamiento en el campo, esperando que
exista alta correlacion entre la respuesta a nivel de invernadero y campo (Ho-
weler y Cadavid, 12).

Este hecho es de gran importancia en la produccién de materiales con to-
lerancia a la toxicidad del aluminio, ya que utilizando la técnica del culti-
vo de anteras de hibridos F; se pueden producir Iineas puras (homocigo-
tas) y seleccionar las lineas tolerantes mediante el método de la longitud re-
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Cuadro 5

Andlisis de algunos caracteres de la progenie de plantas diploides obtenidos de anteras del hibrido F,

(IR 5/ Tox 1010-45-1-1)

No. macollas No. paniculas Long. paniculas Altura plantas
Xtd xt 4 Xtd xtd

Material cv cv cv cv

IRG(?) 315 * 654 268 1 68 195 £ 186 866 + 8.39
958 23.42 B.35 958

A* 28 * 6.16 189 + 6.08 198 + 208 955 * 6.14
23.19 25.60 10.39 6.40

8 20 t 445 249 t 488 208 t 18 890 + 492
15.91 21.39 8.70 5.13

c 176 £ 7.32 196 ¢ 575 189 + 1.40 76.8 + 459
2688 20.36 7.60 6.49

D 3132+ 81 213 + 6 186 + 1.39 695 + 522
2727 28.06 752 750

E 2937+ 86 24 + 669 211 ¢t 145 689 £ 5.03
2980 27.47 7.70 7.30

F 25 £ 74 20.1 t 644 234 + 1.38 726 + 589
3302+ 32.10 594 an

G 2208+ 720 20.1 * 6.60 21 2173 956 * 8.16
32.60 33.30 8.38 859

Tox 1010-45- 165 + 6.38 162 + 58 20.1 + 1.76 835

45-1-1- {d)

*A - G : Progenie de plantas diploides homocigotas.
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Fig. 1. Respuesta de la progenie de plantas diploides obtenidas de anteras del hibrido

Fi (IR 5 /Tox 1010-45-1-1) y sus parentales a la toxicidad causada por aluminio.




lativa de la raiz. Con lo cual se estaria eliminando el problema de la segrega-
cion de los hibridos y a la vez acortando el ciclo de mejoramiento.

3.9. Respuesta a la toxicidad del aluminio a nivel celular.

El cultivo de células in vitto permite incrementar la variabilidad genética
disponible y la seleccion de un genotipo especifico (Chaleff y Stolarz, 3 ;
Kucherenko, 16). Con el cultivo de polen o anteras, las células se pueden
inducir a crecer como organismos haploides y exponerlas a factores estre-
santes, como sucede con el aluminio a nivel celular (Kucherenko, 16). Si
la tolerancia a la toxicidad del aluminio existe a nivel celular en arroz, co-
mo es el caso en otros cultivos (Kucherenko, 16), in vitro se podrian selec-
cionar Iineas de células tolerantes que originarian plantas igualmente tole -
rantes; reduciendo el tiempo requerido para la obtencion de lineas puras
tolerantes a la toxicidad del aluminio.

El peso fresco y seco de los callos de las variedades Tox 101045-1-1 e
IR 5 disminuyeron conforme aumento la concentracion de aluminio en el
medio de cultivo (Fig. 2). Sin embargo, a mas de 2 mM AI-EDTA el pe s o
fresco de los callos aumento; lo cual sugiere que hubo problemas en el me-
dio de cultivo, especificamente en la estabilidad del aluminio in vitro, pues-
to que se precipita a pH altos, como los utilizados en cultivo in vitro, para
evitar esto es necesario emplearlo quelatado en forma de aluminio EDT A

(Meredith, 18).

Hudo diferencias significativas entre los genotipos y entre las concentra-
ciones de aluminio, pero no hubo interaccion entre variedades y niveles de
aluminio. Lo anterior puede indicar que las diferencias en peso seco y fres-
co, se deban mas a la respuesta de las variedades al cultivo in vitro que - al
efecto del aluminio. Ademas, si se tiene en cuenta el crecimiento relativo
de los callos, se puede corroborar esta hipétesis, ya que la tolerancia y sus-
ceptibilidad de las variedades que se observé en la planta completa, no fue
posible distinguirlas in vitro a nivel celular. Los resultados sugieren qué la
tolerancia a la toxicidad del aluminio a nivel celular, es diferente del meca-
nismo que controla dicha tolerancia en una planta completa que crece en
una solucién nutritiva.

4. APLICACIONES Y PERSPECTIVAS

La produccion de lineas puras con caracteristicas heredadas de sus pa-
dres, utilizando el cultivo de anteras de hibridos F, en arroz, se ha compro-
bado en este trabajo al igual que por otros autores (Chen y Li, 7; Oono,24).
El hecho de que sean diploides (haploides doblados) un alto porcentaje (50-
60 o/o) de las plantas regeneradas, es de gran significancia para el aprove-
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chamiento de esta técnica por un programa de fitomejoramiento, pues evi-
ta el tener que inducir la duplicacion de cromosomas. Por otra parte, las
vatiantes que se pueden suscitar en el cultivo in vitro, v. gr. plantas enanay
pueden servir como nuevas fuentes de variabilidad genética, sobre todo si
se tiene en cuenta que muchos de esos cambios debidos a mutaciones con-
troladas por genes recesivos aparecerin inmediatamente en las plantas ha-
ploides o diploides homocigotas.

Se han propuesto muchas aplicaciones de la técnica del cultivo de ante-
ras en fitomejoramiento (Chen y Li, 7; Niizeki, 21; Zeng, 34). Algunas de
las ventajas son: a) se reducen el tiempo y el esfuerzo empleados en desa-
 rrollar genotipos reproducibles, con especial uso en la transferencia y fija-
* ci6n de la resistencia de plantas con caracteristicas agronémicas no comer-
ciales a variedades comerciales; b) obtencion de poblaciones pequeiias que
pueden entrar éA un proceso de seleccién; c) expresion de caracteres con-
trolados por genes recesivos; d) utilizacion de Iineas homocigotas para iden-
tificar razas de patogenos o biotipos de insectos, con una reduccién del
error experimental debido a problemas de heterocigosis en variedades co-
nocidas (Rush et al, 26) y ¢) aprovechamiento en la hibridacién interespe-
cifica o distante (Chen y Li, 7; Zeng, 34).

En el Cuadro 6, se resume la metodologia a seguir si se integra la técnica
de cultivo de anteras a un programa practico de mejoramiento de arroz pa-
ra solucionar problemas especificos v. gr. tolerancia a toxicidad del alumi-
nio.

La clasificacion y seleccion de variedades por su tolerancia a la toxicidad
causada por aluminio, seguida de la evaluacién de su respuesta al cultivo de
anteras, seran los pasos previos a la produccion de hibridos entre variedades
tolerantes, pero con caracteristicas agronémicas no comerciales, y varieda-
des comerciales susceptibles al aluminio. Como se ha demostrado en este es-
tudio, los hibridos generalmente responden mejor que los parentales al cul-
tivo in vitro de anteras. El paso siguiente, seria el cultivo de anteras de hi-
bridos F,y la produccion de plantas. Posteriormente la evaluacion de su pro-
genie, prueba de uniformidad y pruebas especificas de los caracteres agro -
némicos, incluyendo la tolerancia a toxicidad del aluminio.

Las etapas siguientes como ensayos de rendimiento, pruebas regionales,
seleccion y multiplicacion de la nueva variedad son iguales a las del méto-
do convencional. La diferencia radical esta en que en el método convencio-
nal generalmente se requieren 5- 6 generaciones para obtener la homocigo-
sis, mientras que por el cultivo de anteras se logra en 1 -2 generaciones.
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Cuadro 6

Representacion esquemdtica para obtener tedricamente lineas homocigotas de
arroz mediante el cultivo de anteras

Banco de germoplasma Tiempo (meses)
(variedades)
Evaluacion
Respuesta al cultivo in vitro Tolerancia (toxicidad de Al) 3

Seleccion de variedades 4
Produccién de hibridos F 2
Cultivo de anteras s
Obtencion de plantas
Determinacién de niveles de ploid(a 4
Evaluacién de la progenie
- Uniformidad
- Caracteres agronomicos 4

- Tolerancia a aluminio

Seleccion de lineas puras tolerantes 20 meses
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5. CONCLUSIONES

Al

5.2.

BB

5.4.

2

b.6;

8.7

Los hibridos F, presentaron mejor respuesta al cultivo in vitro que
sus parentales.

La composicion del medio de cultivo para la induccién de callos in-

- fluye en la posterior regeneracion de plantas.

Las plantas regeneradas presentaron diferentes niveles de ploidia: 50 ofo
fueron diploides, 28.5 ofo haploides y 21.5 o/o triploides.

Las plantas producidas a partir del cultivo de anteras de hibridos F,
tienen su origen en las células gaméticas (granos de polen),porlo tan-
to son el producto de la recombiancion y segregacion de caracteres
después de la meiosis.

Las plantas diploides obtenidas a partir de anteras de hibridos F, son
homocigotas.

A partir de hibridos F, y utilizando el cultivo de anteras y la longitud
relativa radicular, es posible producir y seleccionar lineas puras con
tolerancia a la toxicidad del aluminio.

La tolerancia a la toxicidad de aluminio en dos variedades de arroz no
se manifesto a nivel celular bajo las condiciones del presente ensayo.
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