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CULTIVO DE TEJIDOS DEL ARROZ, Oryza sativa L.: INDUCCION DE 
CALLO Y REGENERACION DE PLANTAS 

COMPENDIO 

Se estudió la capacidad de diversos teji
dos de cuatro genotipos de arroz {Ory· 
za sativa) de regenerar plantas in vitro 
y la posibilidad de obtener plantas ha· 
ploides o diploides homocigotas culti
vando anteras. 

El genotipo determinó la respuesta pri
maria de los tejidos (porciones de raí
ces y hojas de plántulas, embriones y se
millas maduras, anteras), pero el medio 
de cultivo incrementó las frecuencias 
de inducción de callo y regeneración de 
plantas. La concentración de auxina re
querida para la inducción y crecimien
to de callos varió con la clase de tejido. 
La adición al medio d e cultivo de 2.0 
mg/1 de 2,4· D y de ANA aumentó la 
frecuencia de inducción y el crecimien
to de callos a partir de semillas y ante
ras de todos los genotipos. ANA esti
muló la redíferenciación de plantas ge
neradas de anteras, sin tener que trans
ferir los callos a otros medios. La ilumi
nación alta (9 000 lux) promovió la sín
tesis de clorofila. La edad y estado de 
fenolización del callo influyeron en la 
rediferendación de vástagos. Callos 
provenientes de anteras mayores de 2 
mm de diámetro, exhibieron mayor ha
bilidad organogenica. El62 .5 ofo de las 
plantas diferenciadas a partir de anteras 
fueron diploides y haploides el 3 7.5 o/o. 

Por: 

Javier Narváez V.* 
J oaquín González F.** 

ABSIRAcr 

Capacity to regenerate plants in vitro 
of different tissues coming from four ri
ce fenotypes (Oryza sativa)were studied 
as well as the possibility of obtaining 
homozigus haploíd and diploid plants 
from anther culture. The primary res
ponse of tissues (pie ces of seedling root 
and lea ves hembríos and m a ture seeds, 
anthers) however the culture medium 
increased the frequency of callus induc
tion and plan t regeneration. Auxin con
centration required for callus induction 
and grow varied with the class of t issue. 
Additions to the culture medium of 2 .O 
mg/1 of 2,4 · O and ANA increased lbe 
induction frequency and grow of callus 
originated from anthers and seeds in all 
genotypes. 

Redífferentiations of plants originated 
from anthers was stimulated ty ANA 
without need to transfer the callus to 
other medium. lligh ligth intensity 
(9 000 lux) stimulated chlorophyl syn
thesis. Callus age rutd phenelisation sta
te influenced shoot redifferentiation. 
Callus aríscd from anthers larger than 2 
mm of diameter showcd greater organo
genic capacity 62.5 o/o of differentia· 
ted plants arised from anthers were di· 
ploids, and 37.5 o/o of them were ha
ploids. 

• Estudiante de pre-grado U. Nacional· Palmira. 

• • Centro Internacional de Agricultura Tropical. CIA T · Palmira. 
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l. INTRODUCCION 

Recientes avances en la técnica del cultivo de tejidos posibilitan su utili
zación en el fitomejoramiento. El incremento de la variabilidad genética 
que puede ocurrir in vitro y la utilización de los métodos del cultivo de an
teras y polen, permiten una rápida selección, fijación y propagación de ma
teriales mejorados; conllevando una mayor economía en tiempo,espacio y 
mano de obra, con respecto a los métodos tradicionales de mejoramiento 
(Bajaj, 1; Chaleff, 3; Ol.u, 9; Kuchcrenko, 17; Rush ct al, 26; Zhang,32). 

Algunos problemas que dificultan el uso de estas técnicas en los progra
mas de mejoramiento del arroz son la baja producción de callos y diferen
ciación de plantas en numerosas variedades, la poca información sobre la 
reacción de variedades al cultivo de tejidos y el desarrollo de plantas albi
nas {Chaleff, 3). 

Los factores que influyen sobre la dediferenciación de los tejidos y el 
crecimiento de los callos, así como en la rediferenciación de órganos y plan
tas son los siguientes: genotipo (Guha-Mukherjee, 12; Maeda,19); clase de 
tejido (Henke et al, 13; Wuyli, 29); medio de cultivo (sales minerales, vita
minas, carbohidratos, pH, fitohonnonas y aditivos orgánicos (Chen, 7; Ol.u 
et al, 8; Inoue y Maeda, 14; Institute of Genetic, 16; Nishi et al, 23); corxli
ciones de incubación (luz y temperatura) (Rush et al, 26); edad del callo 
(Chen, 6; Wang et al, 28; Yin et al, 31); estado fisiológico de la planta do
nante (Chaleff y Storlaz, 4; Tsai y Lin, 27) albinismo (Chu, 9), variaciones 
citoplasmáticas (Oono, 25), y diploidización (Yin et al, 31). 

El estudio detallado e integrado de cada uno de estos factores es nece
sario si se pretende hacer un eficaz uso de esta técnica en los programas 
de fitomejoramiento. 

Por estas razones,el objetivo del presente trabajo fué estudiar la capaci
dad de diversos tejidos del arroz, Oryza sativa L., para la regeneración de 
plantas in vitro, teniendo en cuenta los siguientes factores que influyenen 
el proceso: genotipo,clase de tejido, composición del medio de cultivo , 
condiciones de incubación, edad, tamaño y estado del callo. Además ex
plorar la posibilidad de obtener plantas haploides o diploides homocigo
tas mediante el cultivo de anteras, con miras a su posterior utilización en 
la crianza de nuevos cultivares. 

2. PROCEDIMIENTO 

El trabajo se llevó a cabo en el Centro Internacional de Agricultura Tró
pica! (CIAT), utilizando porciones de raíces y hojas de plántulas jovenes, 
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embriones maduros, semillas maduras y anteras de cuatro genotipos (varie
dad Bluebonnet - 50 y las poblaciones F 2 de los cruces CICA 4 x BG 90 -2, 
IR 262 x BG .go - 2 y Camponi x K8 ). 

2.1. Preparación del material vegetal. 

Las semillas maduras de arroz, descascaradas manualmente, desinfesta
das con bicloruro de mercurio al 0.2 o/o durante 15 minutos y enjuagadas 
4- 5 veces en agua destilada estéril, se imbibieron durante una noche a5°C. 
Los embriones se removieron de semillas estériles. Las porciones de raíz y 
hoja se obtuvieron según la técnica de Henke et al (13). 

La metodología para el precultivo de anteras fue la siguiente : Se extra
jeron las primeras cinco panículas de cada planta envueltas en la vaina de 
la hoja bandera (Chen y Lin, 5) y se depositaron en agua destilada para e
vitar su desecamiento. Posteriormente se desinfestaron con hipoclorito de 
calcio al 6 ofo durante cinco minutos y se enjuagaron 4 · 5 veces con agua 
destilada estéril. Se emplearon anteras que contenían polen entre los esta
dos de desarrollo uninucleado tardío y binucleado temprano (Wang, et al , 
28; Yin et al, 31). 

El método de tinción de los granos de polen se basó en la técnica des
crita por Khan (Genovesi y Magill, 11 ). Como el tratamiento de las an te
ras del arroz con frío estimula la formación de callos {Genovesí y Magíll, 
11; Wang et al, 28), las flores desinfestadas se conservarona 10°Cdurantc 
2 o 3 d ías antes del cultivo de las anteras. 

2.2. Medios de cultivo. 

Los medios basales (sales minerales y vitaminas) empleadas para el culti
vo in vitro de los tejidos fueron el de Murashige y Skoog- MS (21) y el de 
Chu et al-N6 (8). Dependiendo del en sayo, los medios basales se suple
mentaron con los fitoreguladores del crecimiento: ácido 2,4 diclorofeno
xiacético (2,4- D), ácido naftalenacético (ANA), ácido indolacético(AIA), 
cinetina, bencil adenina (BA) ó 2- isopentil adenina (2iP ). Se usaron los a
ditivos orgánicos leche de coco (LC), extracto de levadura (EL), caseína hi
drolizada (CH) o lactalbúmina hidrolizada (LH) y diferentes concentracio· 
nes de sacarosa. El pH de los medios se ajustó a 5.8 antes de semi- sotidi
ficarlos con 0.8 o/o de agar. 

2.3. Incubación. 

Las condiciones de incubación variaron según el experimento. Para in-
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La mayor capacidad de diferenciación de órganos y plantas la presenta 
la población F 1 del cruce Camponi x K8 y la menor, la población F 2 del 
cruce CICA 4 x BG 90- 2. Resultado que coincide con el de otras investí 
gacionese indica un marcado efecto del genotipo sobre las frecuencias de 
inducción de callo y regeneración de órganos a partir de los diferentes te
jidos (Chung, 10; Guja. Mukherjee, 12; Maeda, 19; Oono, 25). 

El albinismo es un factor que depende básicamente del genotipo, ya que 
mientras en Bluebonnet- 50 el 80 ofo de las plantas regeneradas a partir de 
anteras fueron. albinas, en IR- 262 x BG 90- 2 lo fueron sólo el 20 ofo. 

3.4. Clase de tejido. 

Los niveles de 2, 4- D requeridos para la inducción y crecimiento de ca
llos dependen del tipo de tejido (Cuadro 2). Así, para inducir la forma
ción de callo a partir de raíces, embriones y semillas, se requiere l. O mg/ 1 
de 2, 4 - D, pero con hojas se necesitan 2.0 mg/1. Sin embargo,el mejor cre
cimiento de los callos inducidos a partir de raíces y hojas se alcanza con 
8.0 y 3.0 mg/1 de 2,4- D, respectivamente, mientras que en el caso de em
briones y semillas, el crecimiento es similar en todos los niveles siendo li
geramente mayor con 1.0 y 2.0 mgfl. Resultado que concuerda con los de 
Henke et al (13), Inoue y Maeda (14) y Wu y Li (29). 

Las más elevadas frecuencias de inducción de callo se obtienen con raí
ces, embriones y semillas y la mayor capacidad de diferenciación de vásta
gos y plantas (Cuadro 1) la tienen los callos provenientes de anteras, aun
que la diferenciación de raíces es más alta en los callos obtenidos de teji
do somático (embriones y semillas). 

3.5. Composición del medio de cultivo. 

3.5.1. Fitohormonas. 

Algunos niveles de auxinas y combinaciones de auxinas y citoquininas 
influyen diferencialmente en las frecuencias de inducción de callo y rege
neración de plantas, dependiendo del genotipo. Sin embargo, algunas com
binaciones de fitohormonas, como la de 2 mg/1 de 2,4 - D y 2 mgfl de ANA 
son igualmente efectivas para la inducción de callo a partir de anteras de 
todos los genotipos (Cuadro 3). En la misma forma, la bencil adenin a 
tiende a incrementar la frecuencia de diferenciación de órganos en callos 
provenientes de semillas de diversos genotipos (Cuadro 4). Además,cabe 
destacar que las anteras de ninguno de los materiales forman callo cuan
do se cultivan sobre un medio desprovisto de hormonas (Cuadro 3)y que 
las anteras de la población F2 del cruce CICA 4 x BG 90-2 no forman ca
llo en ninguno de los tratamientos del medio de cultivo (Cuadro 1 ). 
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Cuadro 2 

Inducción de callo a partir de diferentes tejidos de plantas de arroz (F :z de lR 262 x BG 90 · 2) usando 
varios niveles de 2, 4 · D 

Raíz 
-

2, 4-D o/o de Tamai\o X 
(mg/1) Callo (mm) 

-

o o . 

0.2 o . 
1.0 60 ,¡¡;;; 1 

2.0 80 ~ 1 

3.0 lOO 1-3 

4.0 80 1 . 3 

6.0 lOO 1 . 3 

8.0 70 3-5 

Medio: MS con 3 o/o sacarosa. 
No. repeticiones : 10 

::::: Incubación : 30 días 

Hoja 

o/o de Tamai\oX 

Callo (mm) 
--

o . 

o . 

o -
20 ~ l 

20 3. 5 

40 1 . 3 

o . 

20 ~ l 

Embrión Semilla 

o/o de Tamafio X o/o de Tamaño X 
Callo (mm) Callo (mm) --

o . o 
o . o 

80 > 5 100 > 5 

100 > 5 lOO > 5 

80 3. 5 60 3-5 

80 3. 5 lOO 3. 5 

lOO 3 ·S lOO 3-5 

60 3 ·S 70 3-5 
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Cuadro 3 

Interacción del 2, 4- D, ANA y Cinetina sobre la inducción de callo a partir de anteras de diferentes geno
tipos de arroz 

Medio de cultivo* Bluebonnet- 50 e- 159** p- 2672*** 

2, 4 · D ANA Cinetina No. de ojo anteras No. de ojo anteras No. de o/o anteras 

(mg/1) (mg/1) (mg/1) anteras con callo anteras con callo anteras con callo 

o o o 1 15 o 95 o 105 o 
2.0 o o 306 12.7 262 5.7 12 1 0.8 

2.0 o 0.5 146 0.7 125 72 114 1.8 

2.0 2.0 o 150 15.3 187 11.2 168 5.4 

o 4.0 o 254 8.7 1 1 176 4.5 1/ 154 1.3 

o 4.0 2.0 304 5.6 1/ 259 5.411 137 3.7 

--

1275 8.0 1104 6.0 799 2.3 

* N6 con 5 ofo de sacarosa 

•• F2 ,IR 262xBG 90 -2 

••• F 2 , Camponi x Ks 

1/ Algunos callos rediferenciaron plántulas en el mismo medio 

Incubación: 45 días 

Nota: Plantas donantes de anteras crecidas en el campo. 



Lo anterior indica que el genotipo es un factor que determina la res
puesta primaria de los tejidos al cultivo in vitro, pero que mediante lama
nipulación de los componentes del medio de cultivo, en este caso fitohor
monas, es posible salvar la dificultad que presentan algtmos materiales pa
ra la inducción de callo y regeneración de plantas o para incrementar sus 
frecuencias (Cornejo, Martín y Primo, 2; Chaleff, 3; Guha- Mukherjee , 
12; Zhang, 32). 

En cuanto al efecto de niveles y combinaciones de 2,4- D y ANA sobre 
el incremento en peso fresco y seco de callos no existe una tendencia cla
ra y definida, ya que entre el nivel máximo y mínimo de 2,4- D y las com
binaciones de 2,4- D y ANA, no se presentan diferencias significativas, pe
ro sí entre estos y algunos niveles intermedios de 2, 4 - D(C u adro 5 ). Ade
más, las frecuencias de inducción de callo son muy similares. Esto sugiere, 
que no obstante ser la auxina requerida para la inducción de callo a partir 
de tejidos del arroz, su caneen tración no influye significativamente en la 
frecuencia e incremento de peso fresco y seco de los callos. Estos resulta
dos son consistentes con los de Chaleff (3) y Ohira et al (24). 

Por otra parte, cuando se utiliza ANA como única fuente de auxina pa
ra inducir la formación de callo en anteras, es posible rediferenciar plantas 
en el mismo medio de inducción (Cuadro 3 ). Este tratamiento ofrece la 
ventaja de evitar la transferencia de los callos a un medio sin auxina para 
inducir la rediferenciación, posiblemente porque el ANA, inhibe en menor 
grado y menos irreversiblemente la capacidad organogénica de las células 
del callo, como eventualmente si lo hace el 2, 4- D (Chaleff y Stolarz, 4 ; 
Inoue y Maeda, 15; Institute of Genetic, 16). 

En un medio desprovisto de hormona (Cuadro 4) también ocurre la 
rediferenciación de callos de arroz, lo cual es de gran significancia para la 
simplificación de los medios de cultivo como lo había reportado el Insti
tuto de Genética (16). 

3.5.2. Aditivos orgánicos. 

Cuando se suplementa el medio de cultivo con aditivos orgánicos no exis
ten diferencias significativas entre los tratamientos en cuanto al incremen
to en peso fresco y las frecuencias de inducción de callo; pero que sí se pre
sentan en el incremento en peso seco de las semillas con callo (Cuadro 6). 

En todos los casos en que se suplementa el medio basal con un aditivo 
de tipo orgánico, el peso seco de los callos aumenta significativamente, aun
que las frecuencias de inducción de callo son muy similares en todos los 
tratamientos. Resultado que confirma los de Chaleff (3) y Oono (25) res-
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Cuadro 4 

Interacción de auxina y citoquininas en la organogénesis de callos provenientes de semillas de diferentes ge
notipos. Porcentajes sobre 10 repeticiones 

C-144* ojo de e. 1 59** o/ o de P · 2672*** o/o de 
Med io de Cultivo 11 Callo~ diferenciados Callos diferenciados Callos diferenciados 

-- --

ANA Cinetina BA 2ip con con vástagos con con vástagos con con vástagos 

(rng/1) (rng/1) (mg/1) (rng/1) raíces y raíces raíces y raíces raíces y raíces 

o o o o 60 o 80 10 90 10 

0.2 o o o 60 o 90 o lOO o 
0.2 o 1.0 o 80 o 30 o 40 o 
o o l. O o 40 o so 10 80 60 

o o 5.0 o 20 o 30 10 100 50 

0.2 o 5.0 o 40 10 50 10 80 20 

o o l 0 .0 o o o 40 30 60 40 

0.2 6.0 o o so o 70 o lOO o 

o o o 0.1 80 o 90 10 90 20 

• Fl,CICA 4 X BG 90·2 

** F2,1R 262 X BG 90 . 2 

*** F 2 , Carnponi x K8 

1/ MS con 3 ofo sacarosa 
Incubación: 45 días. 
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Cuadro 5 

Efecto de niveles y combinaciones de dos auxinas sobre el crecimiento y la frecuencia 
de inducción de callo a partir de semillas de la variedad Bluebonnet- 50 

Auxina 

2, 4-D ANA Peso fresco* Peso seco* ojo de inducción** 
qng/1) {mg/1) (mg) (mg) de callo 

o o o 
0 .2 o o 
0.5 o 209.2 b 21.7 b 95 

l. O o 158.4 d 17.0 d 100 

2.0 o 215.6 b 20 .2 be 100 

4.0 o 195.9 e 18.4 cd 95 

8.0 o 228.1 ab 21.1 b lOO 

o 0.5 o 
o 2.0 o 
o 4.0 o 
o 8.0 o 

0.5 4.0 219.3 b 22.2 b 90 

2.0 2.0 248.8 a 24.3 a 95 

4.0 0.5 220.8 b 21.2 b 100 

* Promedios de 20 semillas que formaron callo 
** Porcenll\.ies sobre 40 semillas 
Medio: MS con 3 o/o sacarosa 
Incubación: 30 días 
Nota: Promedios seguidos por la misma letra .son estadísticamente iguales. 

15 



,_. 
O) 

Cuadro 6 

Efecto de algunos aditivos orgánicos sobre el crecimiento y la frecuencia de inducción de 
callo a partir de semiiJas de la variedad Bluebonnet - 50 

Medio de cultivo* 

MS + 2 mg/1 2, 4- O 

MS + 2 mg/1 2, 4- O + lg/1 E. L. 

MS -r 2 mg/1 2, 4- D + 1 g/1 C. H. 

MS-t-2mg/l 2,4 - 0 + 15 o/o L. C. 

MS + 2mg/l 2, 4 - O + 5 o/o sacarosa 

N6 + 2mg/1 2, 4 - O 

• MS: Medio MS con 3 o/o de sacarosa 
E. L.: Extracto de levadura 
C. H. : Caseína hidrolizada 
L. C. : Leche de coco 
N6 : Medio N6 con 3 o/o d e sacarosa 

•• Promedios de 20 semillas que formaron callo 
••• Porcentajes sobre 40 sem illas 
Incubación: 15 d ías 

Peso fresco** 
(mg) 

98.8 a 

97.4 a 

93.4 a 

92.9 a 

102.2 a 

78.9 a 

No ta: Promedios seguidos por la misma letra son estadísticamente iguales 

o/ o 
Peso seco.. de inducción*** 

(mg) de callo 
-

10.9 e 100 

13.7 ab 100 

12.6 b 100 

15.0 a 100 

13.9 ah 100 

14.8 ab 95 
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Cuadro 7 

Efecto de varios aditivos orgánicos sobre la frecuencia de inducción y rediferenciación de callos 
de anteras de la variedad Bluebonnet - 50 

o/o 
o/o callos diferenciados*** 

o/o 
Sacarosa 

5 

10 

5 

5 

5 

5 

Aditivo orgánico* 

E. L. 1 g/1 

C. H. 1 g/1 

L. C. 15 o/o 

L. H. 1 g/1 

• E. L, : Extracto de levadura 

C~ H.: Casína hidrolizada 
L. C.: Leche de coco 

No. de 
anteras --

217 

238 

270 

224 

2 63 

258 

224 

L. H.: Lactaibúmina hidrolizada 

de anteras No. de 

con callo** callos con [aices 

1.4 

6.7 30 10 

4.4 17 59 

o 
2.3 20 10 

3.9 25 12 

1.8 

** Medio de inducción de callo: N 6 + 2 .O mg/1 2, 4 - O + 2 .O mg/1 ANA 
*** Medio organogénesi.s: N6 sin hormonas 
Incubación: 45 días 
Nota: Plantas donantes de anteras crecidas en el invernadero 

con vástagos 

y raíces 

o 
41 

5 
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pecto a que la clase y concentración de azúcares u otros aditivos en el me
dio de cultivo no son factores esenciales para la inducción de callo; y que 
también es consistente con los de Yatazawa (30) y Maeda (18), en el sen
tido de que la adiCión de dichas sustancias tiende a incrementar el crec1-
miento de los callos. 

Con el 5 ojo de sacarosa se logran las más altas frecuencias de inducción 
de callo a partir de anteras (Cuadro 7), ratificando a Chu (9), el Institu
to de Genética (16) y Tsai y Lin (27). Ninguno de los aditivos orgánicos 
estimula la frecuencia de inducción de callo por encima del medio control 
con 5 o lo de sacarosa; por lo contrario parecen tener un efecto detrimen
tal sobresaliendo el extracto de levadura que inhibe la formación de callos. 

Cuando se suplementa el medio de inducción con niveles de sacarosa al 
6 ojo, leche de coco, lactalbúmina hidrolizada o caseína hidrolizada, la fre
cuencia de formación de callos no se afecta, pero los callos provenientes 
de anteras y formados en estos medios poseen una mayor capacidad para 
rediferenciar órganos y plantas; lo que indica que las fitohormonas y los 
aditivos orgánicos interaccionan sobre la inducción, crecimiento y dife
renciación de los callos (Institute of Genetic, 16). 

3.6. Iluminación. 

La rediferenciación de vástagos no guardó relación con los regímenes al
tos (9 000 lux) y bajos (3 000 lux) de iluminación a que se sometieron los 
callos, aunque la síntesis de clorofila fue mayor con alta iluminación. Tam
poco afectó la formación de raíces. 

3. 7. Edad del callo. 

La capacidad organogénica disminuye conforme aumenta la edad del ca
llo (20,60 y 90 días), siendo más notable en cuanto a la diferenciación de 
vástagos. La bencil adenina mantiene la capacidad de rediferenciación de 
vástagos en callos de todas las edades. El 2 i P en cambio, parece no tener 
ningun efecto, al igual que el ANA y la cinetina, siendo estas dos últimas 
incapaces de inducir la rediferenciación de vástagos en todos los casos. 

3.8. Tamaño del callo. 

El porcentaje de callos provenientes de artteras que diferencian raíces y 
vástagos es prácticamente el doble en callos mayores de 2 mm que en los 
menores de 2 mm de diámetro. La formación de raíces fué mayor en ca
llos de más de 5 mm, pero menor la de vástagos. La frecuencia de albinos 
también tiende a reducirse en callos mayores de 5 mm. 
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3.9. Estado de fenolización del callo. 

Las frecuencias de rediferenciación son siempre mayores en callos sa
nos, sin áreas necróticas, generalmente producidas por fenolización extre
ma. Es importante destacar,sin embargo,que en los callos parcialmentene
cróticos se puede lograr la regeneración de plantas completas. Existe una 
relación entre la aparición de áreas necróticas en los callos y las condicio
ncs de incubación, ya que altas temperaturas tienden a incrementar la fre
cuencia de callos necróticos. 

3.10. Androgénesis y niveles de ploidia de las plantas. 

Las plantas regeneradas a través del cultivo de tejido somático son ge
neralmente diploides, dado que proceden de la multiplicación de células 
somáticas diploides (Nishi et al, 22). Sin embargo, aquellas plantas obte
nidas del cultivo de anteras del arroz, provienen inicialmente de la multi
plicación de células gaméticas haploides, las microsporas, y por lo tanto , 
la tendencia es a que se restablezcan individuos también haploides. Aún 
así, en las plantas que se regeneran a partir de anteras pueden ocurrir di
ferentes niveles de ploid ía, incluyendo haploides, diploides, poliploides 
y aneuploides (Institute of Genetic, 16; Oono, 25; Yin et al, 31). 

Lo cual se atribuye a fenómenos de endomitosis, fusión de núcleos, pér
dida de cromosomas y otros cambios cariológicos que acontecen durante la 
fase del cultivo in vitro (Chen y Lin, 5; Oten, 6; Institute of Genetic, 16). 
Además,como las plantas diploides son generalmente homcigotas, se con
cluye que tienen su origen en la duplicación espontánea de los cromosanas 
durante el cultivo (Institute of Genetic, 16; Kucherenko, 17; Y in et al, 31). 

Los callos obtenidos provenían de la multiplicación de células gameti
cas que pasaban por diferentes estados de desarrollo, aumentando de tama
ño y formando estructuras parecidas a proembriones globulares para dar 
origen a las formaciones callosas que posteriormente se diferenciaban en 
plantas. 

Todas las plantas obtenidas mediante el cultivo de tejidos somáticos fue
ron fértiles (diploides) y crecieron en el invernadero hasta la madurez. De 
24 plantas provenientes del cultivo de anteras, 15 (62.5 oJo) fueron diploi.
des y 9 (37.5 o/o) haploides. Es posible que entre las plantas que murieron 
antes o después del transplante, existieran algunos poliploi.des o aneuploi
des,como comunmente acontece. Las plantas haploides fueron fenotípica
mente menos vigorosas que las diploides, destacándose por su menor altura, 
tamaño de sus hojas y panículas y su esterilidad. 
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Se ha sugerido que algunas variaciones fenotípicas entre plantas regene
radas a partir de tejido somático (Henke et al, 13; Kucherenko, 17; Nishi 
et al, 22) y de anteras (Murashige y Skoog, 21; Yin et al, 31) se deben a 
mutaciones que suceden en el proceso de cultivo in vitro. 

Entre las plantas regeneradas en este ensayo se presentaron en algunos 
casos caracteres fenotípicos peculiares como variegación, acortamiento y 
malformación de la hoja bandera, esterilidad y la enfermedad fisiológica 
conocida como "espiga erecta". Además, existe cierta tendencia en las 
plantas regeneradas in vitro a presentar un mayor macollamiento. 

4. CONCLUSIONES 

4.1. Las condiciones de crecimiento de la planta donante influyen sobre 
la respuesta de las anteras al cultivo in vitro. 

4.2. Cuando la distancia entre las aurículas de las dos últimas hojas de 
plantas en estado de prefloración oscila entre 3 y 6 cm, el estado de 
desarrollo de las microsporas en la panícula es el uninucleado, que 
es el más adecuado para el cultivo in vitro de las anteras. 

4.3. El genotipo, es el factor más determinante de la respuesta de los teji
dos de la planta de arroz, Oryza sativa L. al cultivo in vitro. 

4.4. Los requerimientos de auxina para la inducción y crecimiento de ca
llos varía con la clase de tejido. 

4.5. Medios de cultivo adecuados incrementan las frecuencias de inducción 
de callo y regeneración de plantas dentro de un mismo genotipo. 

4.6. No existen diferencias significativas entre los niveles de auxina reque
ridos para la inducción y el crecimiento de callos. 

4. 7. La combinación de 2.0 mg/1 de á cid o diclorofenoxiacético (2,4- D) y 
2.0 mg/1 de ácido naftalenacético (ANA) es óptima para la formación 
y crecimiento de callos a partir de semillas y anteras de todos los ge
notipos. 

4.8. Mediante el uso del ANA para la inducción de callos a partir de ante· 
ras, es posible lograr la diferenciación de plantas en el mismo medio . 

4.9. La suplementación del medio de inducción de callo con aditivos de ti
po orgánico, no influye sobre las frecuencias de inducción de callos, 
pero tiénde a estimular su crecimiento y la subsecuente rediferencia
ción de órganos en los.mismos. 
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4.10. La bencil adenina, es la única citoquinina capaz de estimular la rege
neración de vástagos en callos procedentes de semillas. 

4.11. Un nivel alto de iluminación (9 000 lux) incrementa la síntesis de el o· 
rofila en callos, pero no influye sobre la organogénesis. 

4.12. La capacidad de diferenciación de vástagos disminuye con la edad 
del callo. 

4.13. Callos con áreas necróticas al momento del transplante, poseen me
nor capacidad para rediferenciar orgános. 

4.14. Callos de 2 · 5 mm de diámetro provenientes de anteras, exhiben u
na mayor habilidad organogénica. 

4.15. Es posible regenerar plantas haploides y/o haploides dobladas me
diante el cultivo de anteras. 
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