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RESUMEN

El cultivo in vitro de anteras de cebada (Hordeum vulgare L.) representa una
herramienta Gtil y de apoyo a los programas convencionales de mejoramiento genético

de esta especie.

El proposito de este trabajo fue estudiar la capacidad androgénica de cinco variedades
de cebada (Hordeum vulgare L.) INIAP-Cafiicapa, INIAP-Quilotoa, Clipper, Diferencial Emir
y Diferencial 15 mediante la técnica de cultivo in vitro de anteras. Sin embargo, la respuesta de
los genotipos a androgénesis estd sujeta a ciertos factores limitantes, asi, fue indispensable
evaluar el tiempo de exposicion maximo de las espigas de cebada en estado uninucleado medio
y tardio al pre-tratamiento frio (4, 7, 10 y 14 dias), estado vegetativo de las plantas donantes en
correlacién con el estado de desarrollo de las microsporas, asi como la eficiencia del medio de
induccion BAC3( 2mg/L de ANA 'y 1m/l de BAP, 6% de maltosa) al ser suplementado con
Ficoll 20%, Gelrite 0.035% y Polietilenglicol 25%.

Los mejores resultados para todas las variedades se obtuvieron, al aplicar 4 dias de pre-
tratamiento frio 4°C (90% de sobrevivencia de microsporas), espigas en estado Z4.0 y
Z4.9 segun la escala de Zadocks y distancia de 5-6 c¢cm entre la pendltima hoja y la hoja
bandera, estados en los cuales prevalecia la fase de desarrollo uninucleado medio y tardio de las
microsporas. Sin embargo, se aprecian diferencias altamente significativas (p<0.0001) entre
los diferentes genotipos, y al suplementar al medio BAC3 con distintos agentes gelificantes;
alcanzando mayores porcentajes de repuestas androgénicas (36.75%), callos (36.25%) y
embriones (19.78%) para la variedad Clipper y cuando se suplementa al medio BAC3

con Ficoll (20%) por cada 40 anteras en induccion.

Estos resultados, sugieren que los principales factores que influyen sobre el cultivo in vitro de
anteras de cebada son el genotipo, duracion del pre-tratamiento frio, estado de desarrollo de las

microsporas, y el agente gelificante en el medio de inducciéon BAC3.

Palabras claves: Hordeum vulgare L., capacidad androgénica, cultivo in vitro, callos,

embriones.
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ABSTRACT

In vitro anther culture of barley (Hordeum vulgare L.) is a useful tool to support
conventional breeding programs of this crop.

This investigation was conducted to study the androgenic capacity of five barley
genotypes (Hordeum vulgare L.) INIAP-Caficapa, INIAP-Quilotoa 2003, Clipper,
Diferencial Emir and Diferencial 15 by in vitro anther culture technique. However, the
genotype response to androgenesis is subject to certain limiting factors. In this way, it
was necessary to evaluate maximum exposure time of barley spikes at mid to late
uninucleate state to pre-cold treatment (4, 7, 10 and 14 days), vegetative state of donor
plants correlated with microspore development stage, and BAC3 medium induction
efficiency (2mg / L NAA and 1 m / | of BAP, 6% maltose) when it was supplemented
with 20% Ficoll, 0.035% Gelrite and 25% polyethylene glycol.

In all genotypes, the best results were obtained by applying four days of cold pre-
treatment 4 °C (90% survival of microspores), collecting spikes in Z4.0 and Z4.9 state
(as Zadocks scale), and distance between the flag and penultimate leaf of 5-6 cm in
which spikes contained microspores at mid to late uninucleate development stage.
However, highly significant differences were found (p<0.0001) between different
genotypes, and by supplementing BAC3 medium with different gelling agents.
Achieving higher percentages of androgenic responses (36.75%), calli (36.25%), and
embryoids (19.78%) for Clipper genotype and when BAC3 medium was supplemented
with Ficoll (20%) per 40 anthers on induction.

These results suggest that the main critical factors for androgenic response in barley are
genotype, cold pretreatment duration, microspore development stage, and gelling agent
in BAC3 induction medium.

Keywords: Hordeum vulgare L., androgenic response, in vitro anther culture, calli,

embryoids.
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CAPITULO |

1.1. Formulacién del Problema

En los programas de mejoramiento mediante métodos convencionales que se
aplican en el desarrollo de lineas de alto rendimiento en cultivos autdgamos uno de los
principales inconvenientes es el largo periodo que se necesita para producir una variedad
mejorada, desde que se realizan los primeros cruzamientos en los que se requieren
sucesivas generaciones de autopolinizacion para lograr lineas homocigotas en las cuales
consecutivamente se debe evaluar caracteres de interés industrial y agrondémico para

finalmente poder ser entregada a los agricultores.

Actualmente se vienen empleando métodos y técnicas de mejoramiento que
aceleren la formacion de lineas homocigotas, siendo una de ellas la produccion de dobles
haploides que se pueden lograr a través del cultivo in vitro de anteras; con esta técnica se
pueden obtener lineas homocigotas en solo un ciclo. Asi, optimizando la metodologia
para la obtencion de dobles haploides y principalmente identificando genotipos
androgénicos se podria incorporar esta técnica como herramienta complementaria en los
programas de mejoramiento tradicionales, en este contexto, esto se traduce en una

disminucion de recursos economicos, mano de obra, y espacio en el campo experimental.

1.2. Justificacién

La disponibilidad de una tecnica que reduzca el numero de generaciones para
obtener lineas puras permitiria lograr una mayor eficiencia en un programa de
mejoramiento genético, reduciendo el tiempo y los recursos econdmicos. En este
contexto, la técnica del cultivo in vitro de anteras permite producir lineas homogicotas a
partir de poblaciones segregantes mediante el doblamiento cromosomico del polen
haploide y la regeneracion de plantas en un ciclo de cultivo, por lo que constituye una

herramienta muy Util para el fitomejorador.



No obstante debido a que la capacidad androgénica estd sujeta a una serie de
factores limitantes de la técnica especificamente el genotipo en estudio, es indispensable
evaluar y estandarizar un protocolo de cultivo in-vitro de anteras de cebada bajo las
condiciones del Laboratorio Nacional de Biotecnologia del INIAP y probar
metodologias encaminadas a determinar los factores especificos que influyen en la
regeneracion de plantas, como el pre-tratamiento de las anteras, estado adecuado de
desarrollo de las microsporas, asi como también la influencia de la concentracion de
algunos micronutrientes para la formacion de callos; y de esta manera llegar a
identificar genotipos androgénicos que favorezcan a la produccion de plantulas
haploides y dobles haploides, las mismas que en futuro inmediato constituirdn un marco
de apoyo para el mejoramiento genético y la liberacion de nuevas variedades con
excelentes caracteristicas agrondmicas y de calidad que puedan ser distribuidas a los

agricultores ecuatorianos en menor tiempo.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo General

Evaluar la capacidad androgénica de cinco variedades de cebada (Hordeum vulgare L.)

mediante la técnica de cultivo in vitro de anteras.

1.3.2. Objetivos especificos

e Establecer el tiempo de exposicion maximo de las espigas de cebada al pre-

tratamiento frio 4°C en el cual el 90% de microsporas permanezcan viables.

e Determinar el estado de desarrollo vegetativo de cada variedad en estudio en el
cual prevalezca el estado de desarrollo uninucleado en fase media y tardia de las

microsporas, indispensable para la induccién de respuesta androgénica.
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e Evaluar la capacidad de induccion de androgénesis del medio de cultivo BAC3
suplementado con Ficoll, Polietilenglicol, y Gelrite.

1.4. Marco Tebrico

1.4.1 Introduccion

La cebada (Hordeum vulgare L.) es uno de los cultivos de mayor explotacion en
el mundo. Actualmente ocupa el cuarto lugar en importancia entre los cereales después
del trigo, maiz y arroz, esto obedece a su extensa superficie de cultivo de 56.774.297
hectareas (FAO, 2010), amplia adaptacion ecoldgica pudiendo desarrollarse desde el
nivel del mar hasta 4260 msnm (Galedn, 2003) y a su diversidad de aplicaciones en
alimentos y bebidas de consumo humano y en minima proporcion, como forraje para el
ganado (Méndez, 2004).

La cebada fue una de las primeras especies cultivadas por el hombre con mas de
10.000 afios de antigiiedad de acuerdo a evidencias arqueoldgicas (Zohary y Hopf,
1988). Es un cultivo originario del Medio Oriente y Norte de Africa y se expandid
rdpidamente a regiones de Asia, partes tropicales como la India, altas montafias de
Etiopia y a fines del siglo XIV fue introducida en Ameérica. En la década de los
cincuenta la superficie sembrada en el mundo alcanzé los 100 millones de hectareas con

una produccion que supero las 100 millones de toneladas (Zohary y Hopf, 1988).

Para la década de los noventa la superficie sembrada a nivel mundial fue
alrededor de 76 millones de hectareas y la produccion de grano se ubico entre las 150 y
160 millones de toneladas (Giménez y Tomaso, 2002). Durante el periodo 2003-2004 la
superficie mundial cultivada fue de 57.2 millones de hectéareas, obteniendo una
produccion de 141.5 millones de toneladas con un rendimiento promedio de 2.5
toneladas por hectarea, ubicando a Europa como el principal productor con el 43% de

la produccion mundial (Méndez, 2004).
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En Ecuador, segun datos de la FAO en el afio 2008 la superficie dedicada al
cultivo de cebada fue de 32.790 hectareas distribuidas en las provincias de la sierra. Esta
superficie superd a la ocupada por otros cultivos basicos como papa (47.494 ha) y trigo
(21.945 ha), y a excepcion de la reversion de las areas cebaderas a pasturas formadas o
artificiales, no existe otro cultivo o sistema competitivo que elimine al cultivo de la
cebada sobre los 3000 metros de altitud (Chicaiza et al., 2003).

Desde el punto de vista social, Villacrés (1996) menciona a la cebada como un
cultivo de gran importancia en todos los paises andinos, al considerarse como una
fuente de subsistencia para un gran numero de agricultores pequefios y medianos. Es asi
que en los ultimos tiempos se ha dedicado muchos esfuerzos para su mejoramiento a

través de métodos convencionales.

En los programas de mejoramiento mediante meétodos convencionales la
liberacion de una variedad comercial de cebada tarda alrededor de ocho afios debido a
que se requiere de 4 a 7 ciclos sucesivos de autofecundaciones y pruebas de
caracteristicas complejas y cuantitativas que garanticen su estabilidad varietal y que
cumplan con los requerimientos del agricultor (Chahal y Gosal, 2002; Chavez, 1995).
Una manera de reducir el tiempo necesario para la obtencién de nuevas lineas es la
implementacién del cultivo in vitro de anteras. Mediante esta técnica se pueden llegar a
obtener plantas haploides (Dodds y Roberts, 1985) las mismas que mediante doblaje de
cromosomas pueden generar lineas puras u homocigoticas (fertiles), normalmente
Ilamadas doble haploides (Thomas et al., 2003). Las plantas doble haploides presentan
un alto porcentaje de homocigocidad, por lo que pueden ser usadas como base para la
creacion de nuevas variedades comerciales (Kasha y Maluszynski, 2003). Todo este
proceso una vez estandarizado ahorra tiempo y recursos a los programas de

fitomejoramiento (Thomas et al., 2003).

Los métodos que son méas usados para la obtencion de haploides y dobles
haploides pueden basarse en la fertilizacion interespecifica o intergenérica (via
partenogénesis 0 mediante reduccién cromosomica), en el cultivo de esporas
masculinas, esto es, de anteras o polen (androgénesis), o en el cultivo de esporas
femeninas, o sea de ovarios u évulos (ginogénesis). De los métodos sefialados, el mas
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rapido y aplicable a un mayor numero de especies para la produccion de dobles

haploides es el cultivo de anteras o polen aislado (Lentini et al., 1997).

Cabe recalcar también que la obtencién de plantulas haploides esté sujeta a una
serie de factores que influyen sobre el cultivo in vitro de anteras, estos factores son: el
genotipo, el estado de desarrollo del polen al iniciarse el cultivo, las condiciones
ambientales, el estado fisioldgico de la planta donante, los tratamientos de las anteras
antes del cultivo, el medio de cultivo y las condiciones fisicas de cultivo e incubacién
de las anteras, todos ellos de alguna u otra manera influyen en la respuesta androgénica
de cada genotipo (Afza et al., 1999).

A pesar de todos los factores limitantes que se presentan, la induccién de dobles
haploides a nivel in vitro se estd utilizando de forma rutinaria en varias especies de
elevado interés agronomico, entre ellas las méas importantes son el arroz y naranjilla
desarrollados en Colombia (CIAT, 1984) y el maiz y trigo en Espafa (Simarro y Nuez,
2002). En estos cuatro cultivos se ha producido 14 cultivares mejorados por el medio
del cultivo de anteras y otros cuatro en cuya genealogia interviene un haploide
duplicado (Baenzinger et al., 1984; Hu, 1986; Bollon y Raquin, 1987).

Recientemente se ha incrementado considerablemente la eficiencia del proceso
de cultivo in vitro de anteras de cebada mediante cambios en la composicion de los
medios y condiciones de cultivo. Sin embargo, es importante mencionar que no todos
los genotipos se adaptan a la mismas condiciones (Cistué et al., 1994, 1995 y 1999;
Castillo et al., 2000) de tal modo que la seleccion de genotipos androgénicos frente a
un conjunto de condiciones especificas de medios y cultivo representa el punto de
partida para el mejoramiento de la cebada a través de técnicas biotecnologicas a nivel de

laboratorio.

1.4.2 Taxonomia de Hordeum vulgare L.

La cebada (Hordeum vulgare L.) es una planta monocotiledonea anual, diploide
(2n = 2x = 14). Taxondmicamente estd dentro del género Hordeum, perteneciente a la
familia Poaceae (Prontuario de Agricultura, 2005).
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La especie Hordeum vulgare L. consta de tres subespecies: vulgare (cebadas
hexasticas), distichum (cebadas disticas) y spontaneum (cebadas de raquis fragil, en
general silvestres). En variedades hexasticas o de seis hileras todas las espiguillas son
fertiles y en las disticas, o de dos hileras s6lo lo son las centrales (Molina, 1989).

1.4.3 Morfologia de planta de Hordeum vulgare L.

La inflorescencia de la cebada es una espiga, formada por un eje central, el
raquis, el cual lleva en su base dos bracteas inferiores pequefias llamadas glumas
(Figura 1.1). Por encima, se encuentra otras bréacteas o glumillas, que llevan en su axila
las flores. La bréctea inferior se denomina péalea y la exterior lemma. Esta ultima se

continta con una arista o barba (Molina, 1989).

El raquis presenta normalmente simetria bilateral, alternando nudos y
entrenudos. Normalmente se forman tres espiguillas en cada nudo. Cuanto mas cortos
son los entrenudos, mas compacta y densa es la espiga. Los raquis son generalmente de
entre 2,5-13 cm de longitud, y pueden llevar 25-60 granos en variedades de seis hileras

0 15-30 granos en variedades de dos hileras (Plantpro, 2006).

Las flores son hermafroditas, constituidas por tres estambres libres con
filamentos largos y finos y anteras dosificadas; el gineceo consta de dos carpelos
soldados, abiertos y dos estigmas plumosos. El ovario stpero es unilocular y encierra un

solo 6vulo (Molina, 1989).

La floracion generalmente comienza en las espiguillas entorno a la mitad de las
espigas y se extiende hacia arriba y hacia abajo tardando entre 1y 2 o incluso 4 dias en

completarse. (Plantpro, 2006).
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Figura.1.1. Espiguillas de cebada de seis hileras (izquierda) y de dos hileras (derecha)
(Mufioz, 2007).

1.4.4 Desarrollo del grano de polen en la antera

Dentro del los sacos polinicos se originan células jovenes diploides,
denominadas células madres del polen o microsporocitos primarios. Después de que el
microsporocito alcanza cierto desarrollo, ocurre la meiosis o division reduccional, de la
cual resultan dos células con la mitad del nimero de cromosomas que existe en las
células somaticas de la cebada, formandose asi dos microsporocitos secundarios
haploides. En seguida los microsporocitos secundarios sufren una division mitotica o
ecuacional dando origen a dos células, también haploides. Asi, por cada microsporocito
primario, se forman cuatro células haploides, que se denominan microsporas (Lentini et
al., 1997).

Posteriormente las microsporas se separan, iniciandose el estado uninucleado
gue comprende 3 etapas: uninucleado temprano, cuando la doble pared de la microspora
(intina y exina) no esté todavia bien conformada y el ndcleo esté situado en el centro de
la microspora; uninucleado medio cuando ya la doble pared esta bien definida y el
nucleo empieza a ser desplazado hacia un costado por la presencia de una vacuola

grande, y uninucleado tardio cuando el nucleo localizado en el costado de la
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microspora se presenta agigantado con pequefias vacuolas nucleolares y listo para entrar

en mitosis (Lentini et al., 1997).

Luego viene el estado binucleado de la microspora que comprende: el
binucleado temprano, que se presenta inmediatamente después de la primera division
mitotica del nucleo, a partir del cual se forman dos nucleos: el vegetativo generalmente
de mayor tamafio y el generatriz 0 espermatico mas pequefio, y el binucleado tardio
cuando se forman granulos de almidon en el citoplasma. EI nicleo generativo sufre una
segunda division mitética obteniéndose asi un conjunto de tres ndcleos haploides que
constituyen el grano de polen. Normalmente el grano de polen germina unas pocas
horas después de entrar en contacto con el estigma originandose el tubo polinico. El
nucleo vegetativo se degenera y uno de los nicleos generativos se fusiona con el nicleo

de la ovocélula para formar el zigoto (Figura 1.2). (Lentini et al., 1997).
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Figura.1l.2. Estado de desarrollo de la microspora in vivo, dentro de la antera: (A) tétrada de microsporas;
(B) uninucleado temprano; (C) uninucleado tardio; (D) binucleado temprano; (E) binucleado tardio; y (F)
grano de polen maduro. (Lentini et al., 1997).

1.4.5 Crecimiento vegetativo de la cebada

Se han desarrollado diversos sistemas para describir el desarrollo de los cereales

como la cebada. El sistema de Zadoks es un codigo de dos digitos que describe estados
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morfologicos externos del cultivo, que involucran algunos procesos de desarrollo y
otros de crecimiento (Tabla 1.1, Figura 1.3). El primer digito, de 0 a 9, corresponde con
el estadio de desarrollo principal, desde la germinacion hasta la maduracién del grano.
Y el segundo digito, de 0 a 9, subdivide el estadio principal, correspondiendo el valor 5

al punto intermedio de ese estado (Rawson et al., 2001).

Tabla 1.1 Fases de desarrollo siguiendo la escala decimal Zadoks (Z0.0 a 29.9). (Zadoks et al.,

1974)
Etapa principal Descripcion Sub-fase
0 Germinacion 0.0-0.9
1 Produccion de hojas TP 1.0-1.9
2 Produccion de Macollos 2.0-2.9
3 Produccion de nudos TP (encafiado) 3.0-3.9
4 Vaina engrosada 4.0-4.9
5 Espigado 5.0-5.9
6 Antesis 6.0-6.9
7 Estado lechoso del grano 7.0-7.9
8 Estado pastoso del grano 8.0-8.9
9 Madurez 9.0-9.9

TP = Tallo Principal
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Figura.1.3. Estados Fenoldgicos de los Cereales (Rawson et al., 2001).
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1.4.6 Produccién de Haploides y Dobles Haploides

1.4.6.1 Antecedentes

Las plantas dobles haploides se definen como esporofitos cuya dotacion
cromosOmica es la gamética (2n=2x) (Kasha, 2005), por el contrario los haploides
poseen s6lo un juego de cromosomas (n = 1) y es el mismo que el de las gametas
(ovocélula 6 polen). Cuando se duplica la dotacion cromosémica de un haploide,
espontaneamente o mediante induccion quimica, se obtienen plantas dobles haploides
(DH) que pueden formar ovocélulas y granos de polen viables (Lacadena, 1970). Los
haploides pueden diferenciarse de los dobles haploides usando marcadores moleculares
que permiten analizar homocigocidad o heterocigocidad, también por sus caracteristicas
fisicas mediante ensayos de campo, o verificando el nimero cromosomico a través de

analisis citoldgicos.

El valor de los haploides es conocido desde 1922, cuando se descubrio la
produccion espontanea de los mismos en Datura stramonium (Blakeslee et al., 1922).
Desde entonces se ha visto que son numerosas las especies capaces de producirlos de
manera natural (Horlow et al., 1996). Sin embargo, la frecuencia con la cual se
producen es muy baja, con valores que van de 0,001% a 0,01%. No fue hasta 1966
cuando Guha y Maheshwari descubrieron que las anteras de Datura innoxia generaban
plantas haploides al ser cultivadas in vitro. Este proceso confirmado posteriormente por
Nitsch y Nitsch (1969) en tabaco se ha utilizado para producir haploides en numerosas

especies.
En muchas especies cultivadas, particularmente los cereales, se ha desarrollado
el sistema de produccion de dobles haploides (Hu y Yang, 1986) mediante

androgénesis, ginogénesis e hibridacion interespecifica.

En arroz la técnica de cultivo de anteras ha sido utilizada exitosamente para

producir cultivares mejorados, segun Brar et al. (1994), mas de una docena de
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variedades y una centena de lineas de arroz fueron desarrolladas en la China empleando

esta técnica.

Los autores De Buyser et al. (1987) reportaron el desarrollo de una variedad de
trigo invernal a la que le denominaron “Florin”, a partir del cultivo in vitro de anteras de

una poblacion F1.

En tanto, en los programas de mejoramiento de la cebada, los sistemas
mayormente empleados son el del cruce de H. vulgare L. y H. bulbosum L (Kasha y
Kao, 1970) y el cultivo de anteras (Foroughi-Wehr y Friedt, 1984). Devaux et al. (1996)
reportaron una lista de 59 cultivares de cebada desarrollados a traves del sistema de
dobles haploides hasta 1995. Es asi que los dobles haploides han sido aceptados como
una herramienta atil en el mejoramiento de este cereal (Choo et al., 1985).

Tabla.1.2 Variedades de Cebada obtenidas con la aplicacion del sistema de produccién de dobles haploides

(Devaux, et al., 1996).

Compania/lnstituto Pais Nombre de la Variedad Referencia
Etna, Give, Loma, Loke,
Dinamarca Riga, Rima, Verona, Perma | Comunicacién personal
Abed PBS Paloma, Bereta, Aberdeen, Rasmussen
Pondus, Tender.
Agriculture Canada Canada DB202 Choo et al., 1995
Canterbury Malting Nueva Zelandia Valetta Comun. Pers. Pickering.
Crop & Food Res Nueva Zelandia Gwylan Coles, 1986.
Michka, Lqmbard_, Ankaz Pickering y Devaux
. Francia Vodka, Gael_lc, Gotic, Logic, 1992 comun. Pers.,
Florimond Desprez ZF3642, Lyric Moka, Tattoo, Lefebvre
Jerka, Jing Zhuo, Douchka.
ICI sedes Inglaterra Waveney NIAB 1988.
IPG/PBS Polonia KA7/3 Adamski et al., 1995.
NSW Agriculture Australia Tantangara Read 1995
Saaten-Union Alemania Anthere, Henni Comun. Pers. Jager-
Gussen.
Semino Canada HD87-18.14, HD87-12.1 Choo et al., 1995.
Mingo, Rodeo, Craig, Ho y Jones, 1980
Winthrop, Lester Ontario, Campbell et al., 1984.
Canadé T889_1—6, Prospect, Bronco, | Shugary Etienne, 1994,
WG Thompson Sandrina, Beluga McGregor, Choo et al., 1985.
T090-017, T086-156, T081- Comun. Pers.
009, T103-003, H30-11. Shugar
WPBS Inglaterra Doublet, Pipkin. Jones et al., 1985;1986
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1.4.6.2 Importanciay aplicaciones de los dobles haploides (DH)

Entre las aplicaciones més importantes de los dobles haploides (DH) podemos citar:

Acortamiento de los programas de mejora, la produccion de plantas dobles
haploides tiene una caracteristica Unica y es que permite obtener, en una sola
generacion, lineas completamente homocigotas (lineas puras) a partir de padres
heterocigotos, mientras que por el método tradicional de autofecundacion hacen
falta de 5 a 6 generaciones para producir una homocigosis del 99%. Ademas, se
incrementa la eficiencia en la evaluacion y seleccion de lineas, ya que el fenotipo
de la planta no es enmascarado por los efectos de la dominancia. Todo esto hace
que la principal ventaja de los dobles haploides (DH) sea la reduccion del tiempo
necesario para la obtencion de nuevos cultivares (Snape et al., 1986).

Mejora la eficiencia de la seleccién, en comparacion con la seleccion en las
generaciones tempranas efectuada en el sistema de pedigri, debido a la falta de
dominancia y fijacion temprana de caracteristicas recesivas y genes menores. Tal
aumento en la eficiencia ocurre tanto para caracteres cualitativos como
cuantitativos, lo que facilita, la identificacion de los genotipos superiores facilmente
en etapas tempranas. Dichas ventajas han sido discutidas por Lentini et al. (1997),
Martinez et al. (1996B), Raina y Zapata (1997).

Permite desarrollar germoplasma con caracteristicas especificas para determinados
ecosistemas como lineas tolerantes al frio, precoces y de buena calidad (Sathish et
al., 1997).

Generacion de poblaciones de mapeo, una poblacion de dobles haploides producida
a partir de una F2 es un material ideal para el mapeado genético, ya que las lineas
doble haploides han sufrido solo una ronda de recombinacién y por tanto muestran
una expresion maxima de las relaciones de ligamiento (Forster y Powell, 1997).
Ademas, las poblaciones de DH son especialmente Utiles para el analisis de QTLs

(Quantitative Trait Loci). Esto es debido a que, al tratarse de poblaciones
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“inmortales”, permiten realizar la evaluacion fenotipica en diferentes afos y
ambientes, obteniéndose estimaciones mas precisas de los parametros de caracteres

cuantitativos (Mufioz, 2007).

e Facilita la introgresion de caracteres deseables entre acervos genéticos de origen
distinto (Martinez et al., 1996A).

e Elimina en parte el problema de esterilidad que se presenta en ciertos tipos de

cruzamientos amplios (Martinez et al., 1996A).

e Mutagénesis y Transformacion, la produccién de (DH), en combinacion con
técnicas de biotecnologia como la mutagénesis o la transformacién, facilita la
obtencion de nuevas fuentes de variabilidad que quedan fijadas en la primera
generacion (Mufioz, 2007).

1.4.7. Métodos para la produccién de dobles haploides

Los dobles haploides pueden originarse espontaneamente pero las frecuencias
son demasiado bajas como para que puedan usarse en los programas de mejora (Palmer
y Keller, 2005). Por todo ello, han sido muchos los esfuerzos realizados para desarrollar
métodos que incrementen las frecuencias de producciéon de (DH). Los métodos mas
utilizados para la obtencion de haploides y dobles haploides pueden basarse en la
fertilizacion interespecifica o intergenérica (via partenogénesis o mediante reduccion
cromosomica), en el cultivo de esporas masculinas, esto es, de anteras o0 polen
(androgenesis), o en el cultivo de esporas femeninas, o sea, de ovarios u Ovulos

(ginogénesis) (Mufioz, 2007).

La eleccion del método para producir dobles haploides es dependiente de la
especie aunque el cultivo de anteras es el mas cominmente utilizado (Touraev et al.,
2001).
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1.4.8 Cultivo in vitro de Anteras (Androgénesis)

La androgénesis obtenida mediante el cultivo de anteras es la técnica mas
ampliamente usada para la induccién de haploides y ha demostrado gran importancia

para el fitomejorador.

El cultivo de anteras es la manipulaciéon in vitro de los granos de polen
inmaduros (microsporas) contenidos dentro de la antera para inhibir el desarrollo
gametofitico (formacion de granos de polen maduros) e inducir el desarrollo
esporofitico (formacion de un embrion haploide que da lugar a una planta completa)
(Obert, 2005).

Las plantas haploides no son fértiles pero si se produce la duplicacion
cromosomica en algin momento del proceso, las plantas regeneradas son fértiles y
completamente homocigotas (dobles haploides). Esta duplicacion cromosémica puede
ocurrir espontaneamente, aunque en algunas especies es necesario hacer un tratamiento

con agentes diploidizantes (Wang et al., 2000).

Desde que Guha y Maheshwari en 1964 consiguieron la induccion de este
proceso in vitro usando la planta solanacea Datura innoxia, se han realizado enormes
esfuerzos para inducir la androgénesis en un gran numero de especies (Mufioz, 2007).
Sin embargo, aunque en general los cereales habian respondido mal a los sistemas de
produccion de dobles haploides in vitro, actualmente se han producido grandes avances
que han proporcionado frecuencias de produccion de embriones equivalentes a las de
algunas dicotiledoneas (Kasha et al.,, 1990). En cebada se ha incrementado
considerablemente la eficiencia del proceso mediante cambios en la composicion de los
medios y condiciones de cultivo (Cistué et al., 1994, 1995 y 1999; Castillo et al., 2000).

El proceso de androgénesis supone el desarrollo de plantas a partir de
microsporas, distinguiéndose dos fases, la primera de induccion y la segunda de

embriogénesis y regeneracion (Kasha et al., 1992).
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. Fase de Induccion de Microcallos

En esta primera fase se siembran las anteras inmaduras en un medio de cultivo
con altas concentraciones de auxinas con o sin citoquininas, las que estimulan la

formacion del microcallo a partir de las microsporas (Lentini et al., 1997).

Después de dos dias de cultivo ocurre la primera division mitotica de la
microspora que da como resultado la formacidn de dos nucleos: el vegetativo de mayor
tamafio y generativo mas pequefio, los cuales estan separados por una membrana. El
nucleo generativo se degenera rapidamente y generalmente desparece antes de que el
nucleo vegetativo se divida de nuevo. Alrededor del quinto dia de cultivo in vitro el
nucleo vegetativo inicia la division mitética. En las primeras divisiones generalmente se
originan membranas celulares que permiten la formacion de nucleos independientes,
cuyo numero puede variar de 2 a 8 por cada microspora. A los 20 dias de cultivo se
forma una masa de tejido amorfo con mas de 100 células por cada microspora
involucrada en el proceso; éste es el denominado microcallo, que alrededor de los 40 6
50 dias dependiendo del genotipo, alcanza un tamafio de 2mm, considerado como el
mas apropiado para iniciar el proceso de regeneracion de plantas (Lentini et al., 1997).

Aunque aun no se sabe con exactitud como sucede el doblamiento cromosémico
del de las plantas regeneradas por cultivo de anteras, las observaciones citolégicas del
desarrollo de las microsporas en esta etapa permiten suponer dos formas, mediante las
cuales puede ocurrir la diploidizacion o poliploidizacion. En la primera, llamada fusion
nuclear, cuando el cultivo inicia a partir de microsporas en estado uninucleado temprano
a medio, no hay formacion de membrana celular entre los nucleos en las primeras
divisiones mitdticas del nucleo vegetativo, haciendo posible la fusion de dos 0 mas
nucleos, lo cual origina callos diploides o poliploides; o cuando el proceso de cultivo se
ha producido a partir de microsporas en estado uninucleado tardio, el nlcleo vegetativo
se fusiona con el nucleo generativo y origina callo diploide. En la segunda forma,
Ilamada endoreduplicacion, al presentarse la mitosis de las células haploides no hay
separacion de los cromosomas duplicados, lo cual conduce a la formacién de un solo

nucleo con un nimero doble de cromosomas (Lentini et al., 1997).
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o Fase de Diferenciacion celular para regenerar plantas

Una vez los microcallos han alcanzado el desarrollo adecuado, o sea un tamafio
de 2mm, son transferidos a otro medio de cultivo que contiene concentraciones baja de
auxinas pero altas de citiquininas (kinetina o bencil aminopurina), las que estimulan la
diferenciacion de las células del microcallo hasta regenerar plantas (Lentini et al.,
1997).

En los primeros estados de desarrollo el microcallo es una masa de células sin
diferenciacion; posteriormente las células desarrollan vacuolas y se empieza a formar el
tejido parenquimatoso. En este tejido se diferencian meristemas localizados algunos en
la periferia, denominados meristemas periféricos, y otros estan dispersos dentro de la
masa parenquimatosa, denominados endomeristemas dispersos. Los meristemas
perifericos originan los puntos de crecimiento o yemas de la plantula, mientras que de
los endomeristemas dispersos se originan los primordios de las raices. En los primeros
estados del proceso de morforgénesis, las yemas y las raices de desarrollan
independientemente, sin ninguna conexion de tejido vascular entre ellos. Posteriormente
de desarrolla tejido vascular que conecta el vastago con la raiz, conformandose asi la
nueva plantula. Estas plantulas tienden a macollar dentro del medio de cultivo y
desarrollan hojas tipicas a los 30 ¢ 45 dias después de ocurrida la transferencia de los

callos al medio de regeneracion (Lentini et al., 1997).

1.4.8 Factores que influyen en el cultivo de anteras

La capacidad androgénica (induccion de plantas haploides a partir de
microesporas inmaduras) es dependiente de varios factores entre los que destacan el
genotipo, los factores medio ambiente-crecimiento de plantas donantes, pre-
tratamientos, estado de desarrollo de las microsporas, medios nutritivos, condiciones de
incubacion, entre otros. Dentro de estos el medio de cultivo y el genotipo son los

factores mas importantes para la induccion de androgénesis (Mercy, 1990).
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e Genotipo

Es el factor mas importante que afecta al cultivo de anteras y el que mas influye
en el desarrollo de las microsporas in vitro tanto en la induccion de callos como en la
regeneracion de drganos y plantas y posiblemente en el albinismo. La variabilidad en la
respuesta al cultivo de anteras existe entre especies, y se ha demostrado la
heredabilidad de esta respuesta (Wenzel y Uhring, 1981).

Genotipos androgenicos son aquellos que responden de una manera favorable a
la manipulacién y al ambiente del cultivo in vitro, produciendo callos y/o embriones los
cuales son capaces de regenerar plantas, mas especificamente, plantas fértiles (Biiter,
1997).

Un genotipo recalcitrante por el contrario, es aquel que no resiste las condiciones
in vitro y por tanto no produce o tiene pobre produccion de callos y/o embriones friables
(Buter, 1997). Esto se debe a que casi todos los procesos fisioldgicos que se dan en el
cultivo in vitro son controlados por genes y la induccién de androgénesis no es la

excepcion.

Existe suficiente evidencia que sugiere que la androgénesis in vitro esta bajo
control génico y que este caracter puede ser transferido desde clones con alta respuesta a
otros no respondedores (Luckett y Smithard, 1992).

Gresshoff y Doy (1972) trabajando con 43 cultivares de Lycopersicum
esculentum y 18 lineas de Arabidopsis thaliana, pudieron inducir tejido haploide
Unicamente en tres casos, para cada una de las especies. Del mismo modo, de 21
cultivares de Triticum aestivum, s6lo se obtuvo tejido haploide en 10 cultivares
(Ascanio, 1988). En Hordeum vulgare L. los mayores resultados se han conseguido con
el cultivar de invierno Igri (Kasha et al., 1990). Por lo tanto, el mejoramiento de la

capacidad androgénica no parece dificil, siendo la identificacion de genotipos con gran
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capacidad de respuesta un paso indispensable para su incorporacion en los blogques de

cruzamiento (Polci et al., 2000).

Los primeros estudios sobre el control genético de la embriogénesis de la
microspora en cebada fueron realizados antes de la optimizacion del proceso, revelando
una gran complejidad del mismo (Foroughi-Wehr et al., 1982; Powell, 1988; Knudsen
et al., 1989; Larsen et al., 1991; Hou et al., 1994). Los resultados que se obtuvieron de
esos trabajos eran muy diversos y en ellos se describe la presencia de distintos genes
nucleares, con efectos aditivos y de dominancia, que actian independientemente en
cada uno de los pasos del proceso y frecuentemente interaccionan con las condiciones

ambientales. También se describe la presencia de efectos citoplasmicos y maternos.

Se ha evaluado que el gen shdl que esta en la segundo cromosoma de la cebada
afecta a la formacion de embriones y de las plantas verdes en un 65,0%, por lo tanto el
principal factor que afecta la regeneracion de plantas verdes en el cultivo in vitro de

anteras es la predeterminacion genética de las plantas donantes (Beck et al., 2000).

e Condiciones de crecimiento de las plantas donantes

La mayor eficacia del cultivo de anteras de cebada se logra cuando las plantas
donantes se cultivan en invernaderos donde se logra manejar el crecimiento controlado
de las plantas, a temperatura relativamente baja, 15° C durante el dia y 12°C durante la
noche, o alternativamente temperatura constante de 12°C; 16h de fotoperiodo a 350-
450Ume M 52, y humedad relativa del 60-80%. Durante todo el periodo de crecimiento,
las plantas deben tener riego adecuado y fertilizacion en periodos especificos para
mantener un crecimiento vigoroso. Fungicidas e insecticidas se pueden aplicar si es
necesario, pero deben evitarse dos semanas antes de la recoleccion de las espigas. Es
posible el uso de material de campo como plantas donantes, pero se espera una menor
eficiencia. Se debe tener en cuenta que manejar condiciones controladas y uniformes
durante el crecimiento de las plantas donantes, mas uniforme serd el desarrollo de

microsporas y plantas verdes en el cultivo in vitro (Szarejko, 2003).
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La calidad de las plantas donantes es un aspecto critico para la posterior
respuesta al cultivo de anteras. Las plantas donantes deben crecer en condiciones
Optimas con respecto al fotoperiodo, intensidad y calidad de la luz, temperatura y
nutricién. Ademas, la plantas deben estar libres de plagas y enfermedades, y el uso de

pesticidas o fungicidas debe ser evitado o reducido al minimo (Cistué et al., 2003).

e Estado de desarrollo de las microsporas

Dependiendo de la especie, la induccion de la androgénesis puede ocurrir desde
el estado de desarrollo uninucleado medio hasta el binucleado temprano de las
microsporas. Por ello, las espigas deben seleccionarse y colectarse cuando la mayoria de
las microsporas estén en este estado de desarrollo. Para identificarlo, se ha establecido
una correlacion entre los estados de desarrollo de las microsporas y distintos estados
vegetativos de la planta (Cistué et al., 2003).

En cebada, como para la mayoria de los cereales, el estado mas apropiado de
desarrollo de la microspora es el uninucleado medio o tardio (Hoekstra et al. 1992).
Para confirmar el estado de desarrollo de las microsporas se debe realizar tincion de las
anteras en solucion de acetocarmin 2-4% y examinar bajo microscopio Optico. La etapa
de desarrollo de las microsporas puede ser determinado en base del tamafio y la

posicion del nacleo y vacuolas en la célula (Szarejko, 2003).

Figura.1.4 Estados de desarrollo de las microsporas de cebada. Los estados adecuados para cultivo in
vitro de anteras de cebada son el ¢) y d).a) Tétrada de microsporas; b) uninucleado temprano; c)
uninucelado medio; d) uninucleado tardio; €) Primera division de la microsporas-Anafase; d)

Binucleado Temprano. (Maluszynski, 2003).
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e Tratamiento de estrés (Pre-tratamiento)

Es necesario un tratamiento de estrés para que se induzca la embriogénesis de la
microspora (Touraev et al., 1997). Distintos tipos de estrés aplicados durante el estadio
adecuado pueden enmascarar el programa gametofitico e inducir la expresion de genes
especificos del desarrollo esporofitico. Si bien las bajas temperaturas son consideradas
como el mejor pre-tratamiento, también otros pueden estimular la androgénesis, como el
calor, el choque osmdtico, la centrifugacion de las anteras o hasta una incision en la
parte superior de la inflorescencia donante. También se citan la poda, la irradiacion, la
reduccion en la presion atmosférica, la anaerobiosis, y la aplicacién de gametocidas
(Szarka et al., 2001).

Bajo las condiciones de estrés se produce un agrandamiento de las microsporas y
el citoplasma se caracteriza por la carencia de almidén y de acumulacion de lipidos, la
presencia de regiones libres de organulos y un descenso en el nimero de ribosomas
(Hoekstra et al., 1992; Telmer et al., 1995; Maraschin et al., 2005). En cebada estos
cambios en el citoplasma estan asociados con la presencia de una intina delgada, lo que
contrasta con la intina gruesa que aparece en los granos de polen que han continuado el
desarrollo gametofitico (Maraschin et al.,, 2005). En base a estas observaciones
morfologicas se ha propuesto que el estrés conduce a una desdiferenciacion de las

microsporas por la represion del desarrollo gametofitico (Maraschin et al., 2005).

Las bajas temperaturas aplicadas sobre la planta madre, sobre las yemas florales
jovenes o sobre las anteras generalmente estimulan la embriogénesis. Segun
investigaciones sobre la fisiologia de las anteras, los efectos benéficos del tratamiento
con frio y en la oscuridad se debe a que dicho tratamiento reduce la actividad
respiratoria de las anteras disminuyendo el consumo de reservas en la pared de las
mismas, lo cual prolonga la actividad bioldgica del arqueosporio, que alberga los
granos de polen, mantiene la viabilidad de los mismos, evita la dehiscencia prematura
de las anteras en el cultivo, y retrasa la senescencia del polen (Sunderland, 1981).
Actualmente se piensa que el pre-tratamiento con frio, podria ademas, inhibir la
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expresion de los genes que controlan el desarrollo gametofitico, o la actividad de las
enzimas, producto de su expresion, permitiendo la induccion del desarrollo esporofitico
(Chen, 1977).

En general las temperaturas citadas varian entre 2 y 10 °C y la duracion del
tratamiento de 2 a 30 dias. Es importante determinar la temperatura adecuada para cada
especie vegetal, aun para variedades dentro de la misma especie. La induccién 6ptima
se consigue en anteras con microsporas en estado uninucleado medio o tardio, con un
pre-tratamiento de 4-10°C por 7 dias y en la oscuridad. Este tratamiento no solamente
incrementa la formacién de callo sino que también la diferenciacion de plantas verdes.
Un pre-tratamiento frio por méas de 14 dias reduce la capacidad de regeneracion de las
plantas de los callos, e incrementa la produccion de plantas albinas (Tsay y Chen,
1984). Los dos tratamientos de estrés mas comunes en cebada son el choque térmico por

frio y la inanicion por carbohidratos (Cistué et al., 1999).

Huang y Sunderland (1982) informaron de la eficacia de diferentes
pre-tratamientos frios y demostraron que para H. vulgare L. se produce un alto
porcentaje de callos y embriones después de 28 dias a°4C.  Powell (1988) también
inform6 que 21 dias de pre-tratamiento frio 4°C podria ser 6ptimo para la induccién de

androgénesis en algunas variedades de Hordeum vulgare L.

e Medio de Cultivo

Un factor determinante para el cultivo de polen o anteras es el medio nutritivo
sobre el cual sean capaces de crecer. No existe una recomendacion general y las
variaciones dependen de la especie a cultivar (Polci et al., 2000). Normalmente se
utilizan dos medios de cultivo, uno para la induccion de callos a partir de polen

inmaduro y otro para la regeneracion de plantulas a partir de los callos.

En general los medios de cultivo que se utilizan estan constituidos por dos

grupos de sustancias. Al primer grupo se lo denomina medio basal y estad compuesto por
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macro y micro elementos (nutrimentos inorganicos), hidratos de carbono, vitaminas y
dependiendo del genotipo algunos aditivos organicos, como aminoacidos, proteinas y
anti-oxidantes. El segundo grupo de sustancias lo conforman los reguladores de
crecimiento de tipo hormonal. Sin embargo, la concentracion de cada una de estas
sustancias en el medio depende de la influencia que ejercen el genotipo, las condiciones
ambientales y fisioldgicas de la planta donante, el estado de desarrollo del polen, y el
pre-tratamiento frio dado a las anteras. Sin embargo, esto no le resta importancia a la
composicion del medio de cultivo ya que es comdn que para un mismo genotipo la

frecuencia de induccion varie segin la composicion del medio (Lentini et al., 1997).

e Componentes de los medios de cultivo

Sales Inorganicas (Macroelementos y Microelementos)

El nitrégeno, fosforo, potasio, magnesio, calcio, y azufre (y carbono, que se
afiade por separado) se consideran como macroelementos, estos elementos son
necesarios en grandes cantidades; mientras que el manganeso, yodo, cobre, cobalto,
boro, molibdeno, hierro y zinc por lo general comprenden los microelementos, aunque
otros elementos como el niquel y el aluminio se encuentran con frecuencia en algunas
formulaciones, estos elementos son necesarios en pequefias cantidades. El crecimiento y
diferenciacion de los callos estan determinados por las concentraciones de estas sales
inorganicas, especialmente las de amonio por eso, la relacion entre la concentracion de
amonio (NH4") y la de nitrato (NO3) es uno de los principales factores en la
composicion del medio y son suministrados en forma de NH;NO; y KNOs (Lentini et
al., 1997).

Para el suministro de hierro se puede utilizar el acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) en relacion con el sulfato de hierro. Los complejos de EDTA con hierro

permiten la liberacion lenta y continua de hierro en el medio.
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Fuente de Carbono

Comprenden los carbohidratos (azucares) del medio y satisfacen los
requerimientos de moléculas de carbono como fuente de energia. La sacarosa es la
fuente de carbono mas ampliamente usada, y se emplea a una concentracion de 2 a 3%;
sin embargo, en ciertas especies se emplean concentraciones muy elevadas (5 a 12%).
Ocasionalmente se emplea glucosa o maltosa en cultivos de monocotiledéneas, asi

como la fructuosa y el almidon para otras especies (Lentini et al., 1997).

Desde 1983 la maltosa se ha conocido como una mejor fuente de carbono en
comparacion con la sacarosa para la androgénesis en muchas especies (Sun et al., 1993),
incrementando la induccion de embriogénesis y la regeneracion de plantas verdes en
trigo (Last y Brettell, 1990; Orshinsky et al., 1990; Zhou et al., 1991) y cebada (Hunter,
1987; Kuhlmann y Foroughi-Wehr, 1989). Hunter (1987) patent6 la utilizacion de

maltosa como sustituto de sacarosa en cultivo de anteras.

En algunos estudios la utilizacion de esta fuente de carbono para la produccion
de plantas verdes a partir de callos y embriones de anteras de cebada, fue mucho mas
alta que cuando se usé maltosa (Hunter, 1988). EI modo de accién de la maltosa es
todavia desconocida. El efecto beneficioso de la maltosa se ha relacionado con su
capacidad de permitir una osmolaridad méas estable que la sacarosa en el medio de
cultivo durante el desarrollo de los embriones (Kuhlmann y Foroughi-Wehr, 1989, Zhou
etal., 1991).

Vitaminas

Las vitaminas tiamina (vitamina B1) y myoinositol (vitamina B) son
considerados importantes en el cultivo de células in vitro y satisfacen las necesidades
que tiene el polen de cofactores enzimaticos (Hurtado y Merino, 1987). Genovesi y
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Yingling (1995) reportaron que la tiamina y el acido nicotinico son benéficos para
inducir buenos niveles de respuesta androgénica, mientras que la piridoxina, inositol y
el pantotenato al parecer reprimen la respuesta androgénica. El medio BAC3 contiene
acido nicotinico (0.5mg/L), piridoxina (0.5mg/L), tiamina (1mg/L), &cido ascorbico
(Img/L) y myoinositol (2000mg/L) (Szarejko, 2003).

Aminoéacidos y amidas

Los aminoacidos y amidas han demostrado tener efectos benéficos en el cultivo
in vitro, los mas utilizados son la L-argina, &cidos L-aspartico, L-aspargina, acido L-
glutdmico, L-glutamina, y la L-serina. La caseina hidrolizada es una mezcla de
aminoacidos que juega un papel muy importante en la iniciacion de embriones

haploides en cultivos de anteras (Hurtado y Merino, 1987).

Reguladores de Crecimiento

Los constituyentes mas cruciales en el cultivo de anteras son las auxinas y las
citoquininas, entre las auxinas mas utilizadas se destacan ANA (&cido naftalenacético),
2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético), AIA (acido indolacético), AIB (acido
indolbutirico), Picloramo, Dicamba y AFA (&cido fenilacético); y entre las citoquininas
se encuentran BAP (6-benzilaminopurina), Kinetina, y Zeatina. Para el desarrollo de
los callos, las auxinas, en concentraciones medias y altas, actan en sinergia con las

citoquininas en concentraciones bajas.

Para la etapa de diferenciacidn, las auxinas, a bajas concentraciones estimulan el
enraizamiento, mientras que las citoquininas, en altas concentraciones, favorecen el
desarrollo de brotes, tallos y hojas, pero inhiben el enraizamiento. Para generar plantas
enraizadas es muy importante realizar una combinacion de auxinas y citoquininas en

una proporcion de 1:4 ¢ 1:2 (Lentini et al., 1997).
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Segun Cai et al. (1992), la combinacion de la auxina ANA (acido
naftalenacético 2 mg / L) y citoquininas BAP (6-benzilaminopurinal mg /L) para el
cultivo in vitro de Hordeum vulgare L. mostré mejores resultados que al utilizar auxina
2,4-D (&cido 2,4 diclorofenoxiacético) combinada ya sea con zeatina o0 BAP (6-
benzilaminopurina) como citoquininas. El efecto beneficioso del medio suplementado
con ANA (acido naftalenacético) y BAP (6-benzilaminopurina) se asocié con una mejor
formacion de embriones y regeneracion de plantas en comparacion con las

combinaciones de otro regulador de crecimiento.

En otro estudio se observd que el uso de la combinacion de reguladores de
crecimiento BAP (6-benzilaminopurina) y IAA (acido indolacético) en cultivo in vitro
de anteras de cereales favorecian la disminucion de la oxidacion de las anteras; ello
podria deberse a que los reguladores de crecimiento mantienen la viabilidad de la pared

de la antera facilitando la absorcion de nutrimentos (Jing-li et al., 1983).

El estudio sobre los efectos del genotipo y medio de cultivo en la induccion de
callos y la regeneracion de plantas a partir del cultivo in vitro de anteras de cebada,
Gupta et al. (1995) expresaron que al utilizar NAA (acido naftalenacético) o 2,4-D
(&cido 2,4 diclorofenoxiacético 2mg/L) existe una efectiva formacion callos y
embriones; y ademas muestran que los callos que provenian de los medios de induccién
contiendo NAA (acido naftalenacético), presentaban una frecuencia mayor de
regeneracion de plantas verdes en comparacion con aquellos callos que provenian de los
medios de cultivo de induccion suplementados con 2,4-D (&cido 2,4

diclorofenoxiacético).

Agentes Gelificantes

Los medios para el cultivo in vitro de anteras para la fase de induccién pueden
ser utilizados en forma liquida o sélida, conformado por algun gelificante inerte.

La concentracion del gelificante podria ser critica para la maduracion de

embriones somaticos (Klimaszewska et al., 2000). La etapa de maduracion depende del
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potencial osmotico, lo que determina una mayor disponibilidad de agua para permitir

mejor crecimiento del callo (Prehn et al., 2003).

Por otro lado, Pullman et al. (2005) reportaron que los agentes gelificantes
afectan fuertemente la absorcion de las auxinas, lo que sugiere que un aumento en la
concentracion del gelificante podria influir negativamente en la maduracién de los

embriones somaticos.

Tradicionalmente para el cultivo in vitro de anteras se utiliz6 agar como
gelificante de los medios de cultivo debido a su disponibilidad y bajo costo pero los
resultados sobre la respuesta androgénica no eran tan exitosos y podria existir tener un
efecto inhibitorio. En la busqueda de alternativas para la sustitucion del agar en cultivos
de callos embriogénicos en distintas especies se ha utilizado Agarosa, Almidon, Ficoll,

y Gelrite. (George y Sherrington, 1984).

El uso de Gelrite como agente gelificante en cultivo in vitro se ha extendido
cada vez mas, ya que al producir un gel claro permite una mejor observacion de los

cultivos y su costo es mucho menor que otros gelificantes.

Jaramillo (1988) al realizar cultivo in vitro de anteras de Lycopersicon
esculentum suplemento con distintas concentraciones al medio con 4 tipos de agar
(Noble, Difco, Gelrite y Phytagar), de los cuales los mejores resultados obtenidos
fueron con Agar Noble y Gelrite, concluyendo que las dosis mayores de cada
solidificante ejercen influencias negativas en la induccién de callos y las intermedias
tienden a inducir el maximo de callos, lo cual significa que los medios para el cultivo de

anteras no deben ser ni muy duros ni muy suaves.

De acuerdo con la informacién existente podria utilizarse PEG (polietilenglicol)
un poliéter como agente gelificante. Se indica que para el desarrollo de embriones
somaticos maduros se requiere de una fase de acumulacion de reservas en las células
proembriogénicas. En base a estos antecedentes y de evidencias experimentales en

distintas especies sugieren que esta fase se puede activar utilizando PEG (Pullman et al.,
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2003) y auxinas en el medio de cultivo in vitro (Linossier et al., 1997; Stasolla et al.,
2002; Stasolla y Yeung, 2003).

Sin embargo, para el cultivo in vitro de anteras de Hordeum vulgare L se han
sugerido el uso de Ficoll 400 como gelificante, éste medio liquido que se obtiene

perfecciona la induccion de callos (Szarejko, 2003).

El Ficoll es un polimero sintético de la sacarosa, inerte, no i6nico y de alto peso
molecular que incrementa la tension superficial y la viscosidad del medio. De esta
manera, las microsporas en division y los embriones flotan sobre el medio liquido,
evitando las condiciones anaerdbicas y permitiendo elevadas tasas de embriogénesis y
de produccion de plantas verdes. (Cistué et al., 1999). Un incremento progresivo en la
concentracion de Ficoll durante el periodo de cultivo también aumenta el nimero de

plantas verdes regeneradas (Cistué et al., 1995).

En el estudio para mejora del método del cultivo de anteras en trigo se utiliz6
medios de cultivo MS que contenian 6g/L de agarosa y otros 20% de Ficoll, los
resultados mostraron mayor proporcion de plantas verdes que plantas albinas con el uso
de Ficoll (Lashermes, 1991).

Medio de Induccion

El medio de Induccion comprende dos tipos de estrés: uno osmético por las
elevadas concentraciones de azUcar que se utiliza; y otro nutricional, este Gltimo influye

en la formacion de callos y embriones.

Se han estudiado diferentes concentraciones de azucares, distintas fuentes de
nitrégeno organico, y la adicién de diferentes auxinas al medio. En general se sugiere la
sustitucion de sacarosa por maltosa como fuente de carbohidratos y altas
concentraciones de auxinas (2,4-D y/o &cido naftalenacético) con o sin citoquininas, las
que estimulan la formacion del microcallo a partir de las microsporas (Polci et al.,
2000).
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El medio liquido de Induccién BAC3 (Anexo XIV) ha sido propuesto para
cultivo in vitro de anteras de cebada (Szarejko y Kasha, 1991; Cai et al., 1992), esta
basado en el medio BAC1 desarrollado por (Marsolais y Kasha, 1985) pero con algunas
modificaciones dentro de las principales y con los cuales se han reportado mejores
resultados en cuanto a formacion de callos y embriones y regeneracion de plantas
verdes, se han mencionado el uso de alta concentracion de maltosa como fuente de
carbono, la combinacion de auxina y citoquinina como reguladores de crecimiento y la

adicion de Ficoll como agente gelificante,

El medio BAC3 se ha utilizado de forma rutinaria en el cultivo de anteras de
cebada obteniéndose mejores respuestas androgénicas que otros medios como FHG.
Usando el medio de induccién de BAC3 ha sido posible producir plantas verdes en un
amplio rango de genotipos cebada, incluidos aquellos que son recalcitrantes (Szarejko,
2003).

Al utilizar el medio liquido de induccion BAC3 suplementado de Ficoll 400 para
el cultivo de anteras de Hordeum vulgare L. se han obtenido alta proporcién de callos y
embriones. EI medio liquido proporciona aireacion de los callos en la superficie sin
hundirse en el fondo. Al flotar las anteras en el medio liquido condujo a un incremento

en la induccién de embriones (Kao, 1981).

Medio de Regeneracion

La composicion del medio de regeneracion permite la diferenciacion y
maduracion de callos y embriones y la obtencion de plantas verdes. A pesar de haber
recibido una menor atencion, la composicion del medio de regeneracion puede influir en
el vigor de las plantas y, por lo tanto, en su supervivencia al ser transferidas a tierra.
Generalmente, el medio de regeneracion es el mismo que el usado para la induccion,

con algunas modificaciones (Polci et al., 2000).
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Los mas utilizados son modificaciones derivadas del medio Murashige y Skoog
(MS) con concentraciones de carbohidratos similares a las utilizadas en los medios de
cultivo de tejidos tradicionales (30g/L de sacarosa), utilizando agar (0,6 %) como
gelificante, auxinas menos poderosas, y un balance hormonal a favor de las citoquininas
(Polci et al., 2000). Se ha visto que una reduccion de la concentracion de maltosa, la
eliminacién del nitrégeno organico y el uso de las auxinas IAA (acido indolacético) o
NAA (&cido naftalenacético) favorecen la produccion de plantas verdes mas vigorosas
(Castillo et al., 2000).

El tipo de agente gelificante para el medio de cultivo empleado en la etapa de
regeneracion de plantas también influye en la respuesta al cultivo de anteras,
obteniéndose mejores resultados cuando se utiliza agarosa y gelrite en comparacion con

el agar (Nufiéz et al., 1989).

El medio solido de regeneracion BAC3 (Anexo XV) ha sido propuesto para el
cultivo in vitro de Hordeum vulgare L., y estd basado en la misma composicion del
medio BAC3 de induccion pero con algunas modificaciones como el reemplazo de
Ficoll por Gelrite. Adicionalmente la sustitucion de maltosa por sucrosa, la reduccion de
la concentracion de myo-inositol y la utilizacion de IAA (&cido indolacético) y de

Kinetina como reguladores de crecimiento (Szarejko, 2003).

e Condiciones fisicas de incubacion de las anteras

La temperatura y la luz juegan un papel importante en la androgénesis
(Maheshwari et al., 1980).

La temperatura adecuada para los procesos de formacion de callos y de
regeneracion de plantas esta entre los 24 y 26°C. Con temperaturas por encima de 28°C

las anteras se degeneran rapidamente, disminuyen la formacion de callos y la tasa de
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regeneracion de plantas y aumenta la presencia de plantas albinas (Lentini, Z. Martinez,
C. Roca, R. 1997).

La calidad e intensidad de la luz no afectan drasticamente los resultados del
cultivo in vitro de anteras; sin embargo, mantener el cultivo en la oscuridad durante la
etapa de formacion de callos favorece su rapido crecimiento. Una vez que los callos son
transferidos al medio de regeneracion, la luz es necesaria para el proceso de fotosintesis

en el desarrollo de las pequefias plantas (Lentini et al., 1997).

Para anteras de cebada la temperatura de incubacién es de 25-28°C en oscuridad
durante la fase de induccion y para la fase de regeneracion la temperatura es de 22-26°C

bajo condiciones de luz (Szarejko, 2003).
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CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

2.1. Participantes

El proyecto de investigacion se realizd en La Estacion Experimental Santa
Catalina del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP), en las
instalaciones del Departamento de Biotecnologia (area de Cultivo de Tejidos), siendo

este uno de los departamentos auspiciantes junto con el Programa de Cereales.

Los colaboradores cientificos del proyecto fueron: M.Sc. Monica Jadan
(Directora), Ing. Tatiana Péez (Codirectora), Ing. Agr. Jacqueline Benitez (Responsable
del &rea de Cultivo de Tejidos), el Dr. Eduardo Morillo (Lider del Departamento
Nacional del Biotecnologia), el Ing. Esteban Falconi (Jefe del Programa de Cereales) y
la Ing. Maria de Cisne Aguilar (Tesista y Técnica del Departamento Nacional de
Biotecnologia del INIAP, periodo 2009).

2.2. Zona de Estudio

2.2.1 Fase de Invernadero

El material vegetal donante para esta investigacion fue recolectado de siembras
semanales en el invernadero del Programa de Cereales, en macetas de plastico de 2kg de
capacidad, conteniendo 12 semillas por variedad. Las condiciones del Invernadero son,
temperatura de 24°C + 2°C, y humedad relativa del 80%.
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2.2.2 Fase de Laboratorio

El cultivo in-vitro de anteras se desarrollé en el laboratorio de Cultivo de tejidos
del Departamento Nacional de Biotecnologia de la Estacion Experimental “Santa
Catalina” ubicada en la parroguia Cutuglagua del canton Mejia, provincia de Pichincha,
donde para la induccién de androgénesis se mantuvieron condiciones de oscuridad y
temperatura de 25-28°C; y luz y 24+2°C para la fase de regeneracion, estas condiciones

se logran manejar dentro de una incubadora y en los cuartos de cultivo respectivamente.

Esta localidad se encuentra a 3058 metros sobre el nivel del mar, a 00° 22’ 00”
de latitud sury a 79° 32’ 00” de longitud occidental. La precipitacion anual es de 1487
mm, y la temperatura promedio es de 12.04°C. La Estacion presenta una humedad

relativa del 76%.*

2.3. Periodo de tiempo de investigacion

La investigacion se la desarroll6 en un periodo de 9 meses.

2.4. Disefio Estadistico

En la presente investigacion se realizd andlisis de probabilidades (Analisis
PROBIT) y un Disefio Completamente al Azar para evaluar tiempo de exposicion
maximo de las espigas al pre-tratamiento frio 4°C. Y para evaluar la influencia del
genotipo y de los agentes gelificantes en el medio BAC3 propuestos para el cultivo in
vitro sobre la capacidad androgénica se realiz6 un Disefio Completamente al Azar
dispuesto en un arreglo factorial 5x3, los mismos fueron completados y analizados

estadisticamente.

! Datos proporcionados por la Estacion Meteoroldgica Izobamba, perteneciente al Instituto Nacional
de Meteorologia e Hidrologia (INAMHI), 2008
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2.4.1 Sobrevivencia de Microsporas por medio del Analisis de Probabilidades
(PROBIT)

Se determind la sobrevivencia de las microsporas mediante tincion de anteras en
solucion de acetocarmin al 2% y las respectivas observaciones al microscopio (40x), a
los 4, 7, 10 y 14 dias de pre-tratamiento frio 4°C. Se considero microsporas muertas

aquellas que bajo observacion al microscopio se aprecian transparentes y sin color.

Con los datos obtenidos se realiz6 un andlisis de probabilidades (PROBIT) en el
programa estadistico SAS, el mismo que proporcioné valores del nimero de dias de
pre-tratamiento frio para una sobrevivencia de microsporas del 1 al 99%, que

permitieron establecer las curvas de sobrevivencia para cada variedad.

2.4.2 Disefio para la evaluacion de la influencia del genotipo y de medios de

induccidn propuestos para el cultivo in vitro, sobre la capacidad androgénica.

2.4.2.1 Unidad Experimental

La unidad experimental estuvo conformada por una caja Petri de 60 mm de
didmetro por 15 mm de alto, conteniendo 40 anteras cultivadas en 3 ml de medio

liquido de induccién.

2.4.1.2 Disefio experimental

Para determinar la influencia del genotipo y de los medios de induccion
propuestos para el cultivo in vitro sobre la capacidad androgénica de cada variedad en
estudio se utilizé un Disefio Completamente al Azar dispuesto bajo un arreglo Factorial
con dos factores en estudio genotipo o variedad y medios de cultivo de induccién
respectivamente. Se realizaron 10 observaciones por cada tratamiento.
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2.4.2.3 Factores de estudio para el Disefio Factorial 5x 3

a) Factor A: Variedades de cebada (V)

V1 = INIAP-Cafiicapa 2003

V, = Clipper

V3= INIAP-Quilotoa 2003

V4= variedad diferencial EMIR
Vs = variedad diferencial 15

b). Factor B: Medio de Induccion BAC3 (m)

m; = BAC3+200 g/l Ficoll
m, = BAC3+250 g/l PEG (Polietilenglicol)
ms = BAC3+0.35 g/l Gelrite

Las concentraciones de Ficoll, PEG y Gelrite que se utilizaron fueron elegidas
de acuerdo a ensayos preliminares realizados (Anexo XIV).

2.4.2.4 Modelo Estadistico

El siguiente modelo estadistico de efectos es el que se siguid para este disefio
(Disefio Factorial AxB).

Yije=p + ai+ By + (aP)ij + sij
i=1,2,...4; j=1.2,3; k=1,2,3,...... 20

Donde: | = media general
a; - efecto debido al i-ésimo nivel del factor A
Bj = efecto debido al j-ésimo nivel del factor B
(ap)ij=efecto de la interaccion en la combinacion ij

gijk= error aleatorio.
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2.4.3 Disefio completamente al azar (DCA) para tiempo maximo de dias de pre-

tratamiento frio 4°C.

Cuadro. 2.4.3.1 Tratamientos resultantes para la evaluacién del tiempo de pre-tratamiento a 4°C para las
cinco variedades de cebada. Quito-Pichincha, 2010.

SIMBOLO | INTERACCION TRATAMIENTO
T, V1D, Espigas de la variedad INIAP-Cafiicapa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 4 dias.
T, V1D, Espigas de la variedad INIAP- Cafiicapa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 7 dias.
Ts V1 D3 Espigas de la variedad INIAP- Caflicapa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 10 dias.
T4 V1D, Espigas de la variedad INIAP- Cafiicapa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 14 dias.
Ts V, D, Espigas de la variedad Clipper sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 4 dias.
Te V, D, Espigas de la variedad Clipper sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 7 dias.
T, V,D3 Espigas de la variedad Clipper sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 10 dias.
Ts V;Dy Espigas de la variedad Clipper sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 14 dias.
Ty V3D, Espigas de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 4 dias.
T V3D, Espigas de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 7 dias.
Tu V3 D3 Espigas de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 10 dias.
T V; D, Espigas de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 14 dias.
Tis VD, Espigas de la variedad diferencial EMIR sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 4 dias.
Tu V, D, Espigas de la variedad diferencial EMIR sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 7 dias.
Tis V, Ds Espigas de la variedad diferencial EMIR sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 10 dias.
T V4D, Espigas de la variedad diferencial EMIR sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 14 dias.
T VsD, Espigas de la variedad diferencial 15 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 4 dias.
Tis VsD, Espigas de la variedad diferencial 15 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 7 dias.
Tio VsD3 Espigas de la variedad diferencial 15 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 10 dias.
T VsD, Espigas de la variedad diferencial 15 sometidas a pre-tratamiento frio 4°C por 14 dias.
Donde: V1 = INIAP-Cafiicapa 2003, D1 =4 dias

V; = Clipper, D2 =7 dias

V3= INIAP-Quilotoa 2003, D3 =10 dias

V4= variedad diferencial EMIR, D4 = 14 dias

Vs = variedad diferencial 15
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2.4.4 Disefio completamente al azar (DCA) tanto para la formacion de callos y

formacién de embriones

Cuadro. 2.4.4.1 Tratamientos resultantes de la interaccion de cinco variedades de cebada con tres medios de
cultivo in vitro de anteras. Quito-Pichincha, 2010.

SIMBOLO INTERACCION TRATAMIENTO
Anteras de la variedad INIAP-Cafiicapa 2003 cultivadas en el medio BAC3 de induccion
T ViM; . .
adicionado con 200 g/l de Ficoll
T ViM Anteras de la variedad INIAP-Cafiicapa 2003 cultivadas en el medio BAC3 de induccién
2 e adicionado con 250 g/l de PEG
T ViM Anteras de la variedad INIAP-Cafiicapa 2003 cultivadas en el medio BAC3 de induccién
: s adicionado con 0.35 g/l de Gelrite
Anteras de la variedad Clipper cultivadas en el medio BAC3 de induccién adicionado con 200
T, V, M; .
g/l de Ficoll
Anteras de la variedad Clipper cultivadas en el medio BAC3 de induccién adicionado con 250
Ts VoM,
g/l de PEG
Anteras de la variedad Clipper cultivadas en el medio BAC3 de induccién adicionado con
Ts VM3 A
0..35 g/l de Gelrite
Anteras de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 cultivadas en el medio BAC3 de induccion
T, V3M; . -
adicionado con 200 g/l de Ficoll
T VM Anteras de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 cultivadas en el medio BAC3 de induccién
8 s adicionado con 250 g/l de PEG
T VM Anteras de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 cultivadas cultivadas en el medio BAC3 de
o s induccion adicionado con 0.35 g/l de Gelrite
T VM Anteras de la variedad diferencial EMIR cultivadas en el medio BAC3 de induccion
10 B adicionado con 200 g/l de Ficoll
T VM Anteras de la variedad diferencial EMIR cultivadas en el medio BAC3 de induccion
" e adicionado con 250 g/l de PEG
T VM Anteras de la variedad diferencial EMIR cultivadas en el medio BAC3 de induccion
12 o adicionado con 0.35 g/l de Gelrite
Anteras de la variedad diferencial 15 cultivadas en el medio BAC3 de induccién adicionado
Tis VsM; .
con 200 g/l de Ficoll
T VM Anteras de la variedad diferencial 15 cultivadas en el medio BAC3 de induccién adicionado
1 s con 250 g/l de PEG
Anteras de la variedad diferencial I5 cultivadas en el medio BAC3 de induccién adicionado
Tis VsM3 .
con 0.35 g/l de Gelrite
Donde: V1 = INIAP-Caficapa 2003

V, = Clipper
V3= INIAP-Quilotoa 2003
V4= variedad diferencial EMIR

Vs = variedad diferencial 15

M1 = BAC3+200 g/l Ficoll
M2 = BAC3+250 g/l PEG (Polietilenglicol)
M3 = BAC3+0.35 g/l Gelrite
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2.4.5. Modelo Estadistico

El siguiente modelo estadistico de efectos es el que se siguio para los disefios (DCA).

Yi=u + o + Ti + g

Donde: M = media general
Ti = efecto del tratamiento i

&ij= error atribuible a la medicion Y.

2.4.6. Analisis de Varianza

Dependiendo de cada variable de estudio se realizaron tres Analisis de Varianza
(ADEVA), uno para evaluar la influencia del genotipo y de medios de induccion
propuestos para el cultivo in vitro sobre la capacidad androgénica con el Disefio
factorial 5 x 3, y los otros dos para evaluar el tiempo méximo de pre-tratamiento frio y
respuestas androgénicas (callos o embriones) aplicando el Disefio Completamente al

Azar.

El andlisis de varianza para cada disefio experimental se detalla a continuacion:

Cuadro 4.1 ADEVA para la evaluacion de respuestas androgénicas en 15 tratamientos resultantes de la
interaccion de cinco variedades de cebada con tres medios de cultivo in vitro de anteras. Quito-
Pichincha, 2010.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
(F de V) (GL)
Total 149
Variedades de Cebada (V) 4
Medios de cultivo (M) 2
VXM 8
Error Experimental 135
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Cuadro 4.2 ADEVA para la evaluacion del tiempo maximo de pre-tratamiento frio 4°C (4, 7, 10,14 dias)
en 20 tratamientos resultantes para las cinco variedades de cebada. Quito-Pichincha, 2010.

Fuente de Variacion

Grados de Libertad

(F de V) (GL)
Total 59
Tratamientos 19
Error Experimental 40

Cuadro 4.3 ADEVA para la evaluacién de respuestas androgénicas (formacion de callos y formacion de
embriones) en 15 tratamientos resultantes de la interaccion de cinco variedades de cebada con tres medios
de cultivo in vitro de anteras. Quito-Pichincha, 2010.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
(F de V) (GL)
Total 149
Tratamientos 14
Error Experimental 135

2.4.7 Pruebas de significacion

Las diferencias estadisticas presentadas en los analisis de varianzas para todos
los disefios experimentales de los factores de estudio fueron determinadas por medio de
la prueba de Tukey al 5%.
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2.5. Equipos y materiales

2.5.1. Materiales de Campo

= Semillas de las cinco variedades de cebada. (ver factores en estudio)
= Macetas de 2 kg de capacidad

= Urea (fertilizante)

2.5.2. Materiales de Laboratorio

= Material de vidrio de laboratorio

= Cajas Petri de vidrio de 60mm y 100mm
= Agitador

= Micropipetas

= Recipientes plasticos

= Papel Aluminio

= Papel Toalla

= Equipo de diseccion

= Filtros milipore 0.22um

= Jeringas de 10ml

= Cinta Parafilm

2.5.3 Reactivos para cultivo in Vitro

= Gelrite
= Alcohol Potable
« Acido ascorbico (C6H806)
= Hidrdxido de Potasio (KOH)
= Tiamina (BI)
= Acido nicotinico
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Ficoll (polimero sintético de sacarosa)

PEG (Polietilenglicol)

Piridoxina

Acido Borico (HBO3)

Sulfato de Manganeso Heptahidratado (MnSO,4 x7H,0)
Sulfato de Zinc Heptahidratado (ZnSQO,4 x 7H,0)
Yoduro de Potasio (KI)

Molibdato de Sodio Dihidratado (Na;MoO,4 x 2H,0)
Sulfato de Cobre Pentahidratado (CuSO,4.5H,0)
Cloruro de Cobalto Hexahidratado (CoCl, x 6H,0)
Nitrato de Plata (AgNO3)

Nitrato de Potasio (KNO3)

Nitrato de Amonio (NH;NO3)

Sulfato de Amonio ((NH4)2SO,)

Fosfato diacido de Potasio (KH2POy,)

Fosfato diacido de Sodio Monohidratado (NaH,PO, x H,0)
Cloruro de Calcio heptahidratado (CaCl;, x 7H,0)
Sulfato de Magnesio Heptahidratado (MgSO, x 7H,0)
Acido Citrico (CgHgOs)

EDTA Sal de Sodio (FeNa,EDTA)

Maltosa (C12H2,011)

Acido Piravico (C3H403)

Myo-Inositol

Acido naftalenacético (NAA)

6-bencilaminopurina (BAP)

Acido Indol acético (IAA)

Kinetina

Acido Acético Glacial (C;H,;0)

Carmin
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2.5.4 Equipos de laboratorio

= Camara de flujo laminar
= Autoclave

= Balanza de precision

= Estéreo microscopio

= Refrigeradora

= Destilador de agua

= pHmetro

= Estufa

= Microscopio optico

= Hot plate

2.6 Procedimientos

Los procedimientos estan divididos en dos etapas, la Etapa | incluye la seleccién
de las variedades de estudio, siembra, colecta, esterilizacion superficial de las espigas,
correlacion entre la morfologia de las espigas de cebada y el estado de desarrollo de las
microsporas y la determinacion del pre-tratamiento frio éptimo para las espigas. La
Etapa Il incluye la formulacion de medios de cultivo, aislamiento de las anteras y la
induccidén de androgenesis de las mismas. La mayoria de los procedimientos para ambas
etapas se han aplicado en base al protocolo sugerido por Szarejko (2003) para el cultivo

in vitro de anteras de cebada.

ETAPAI

2.6.1 Seleccién de las variedades en estudio.

Para la presente investigacion las cinco variedades de cebada fueron

seleccionadas por el Programa de Cereales del INIAP Estacién Experimental Santa
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Catalina de acuerdo a sus caracteristicas agrondémicas, demanda en el mercado y

niveles de produccién (Figura 2.1).

INIAP-Cafiicapa 2003 seleccionada por ser la variedad élite del INIAP debido a

sus niveles de resistencia intermedia a enfermedades y productividad.

e INIAP-Quilotoa 2003 seleccionada por ser una linea hexastica (seis carreras),

caracteristica agronémica de preferencia de los agricultores.

e Clipper seleccionada debido a que es una variedad para uso en la industria

cervecera por ende de gran interés econémico.

e |5 y EMIR variedades diferenciales seleccionadas debido a los genes de

resistencia a roya amarilla que poseen.
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Figura.2.1 Variedades de Cebada. a. Variedad Diferencia I5 (dos hileras); b. INIAP-Quilotoa 2003 (seis
hileras); c. INIAP-Cafiicapa 2003; d. Variedad Clipper (dos hileras); e. Variedad Diferencial Emir (dos
hileras).

2.6.2. Siembra del material donante

La siembra del material vegetal fue realizada semanalmente en el invernadero
del Programa de Cereales (Figura.2.2), en macetas de plastico de 2kg de capacidad,

conteniendo 12 semillas por variedad, previamente desinfectadas con Carboxin 20% y

Captan 20%.
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El material de invernadero recibio todas las practicas normales de manejo del

cultivo de cebada segun Rivadeneira et al., 2003.

Figura 2.2. Cultivo de las 5 variedades de Cebada en el Invernadero del Programa de Cereales.

2.6.3. Colecta del material vegetal

Las espigas luego de ser cortadas fueron colocadas en un frasco con agua
destilada, de tal manera que la base de las espigas permanezca sumergida en el agua y
cubiertas con una funda pléstica para evitar el contacto con el ambiente hasta llegar al

laboratorio.

Inicialmente se recolectaron espigas de cada variedad en estudio en diferentes
estados de desarrollo, las mismas que sirvieron para establecer una correlacion entre el
estado de desarrollo vegetativo de la planta y el estado de desarrollo uninucleado en fase
media y tardia de la microspora, debido a que este estado es indispensable para el

cultivo in-vitro.

Las siguientes colectas se realizaron para evaluar tiempo de exposicion maximo
de las espigas al pre-tratamiento frio, en el cual el 90% de microsporas permanecian
viables; y las colectas posteriores para evaluar la influencia del genotipo y de medios de
induccion propuestos para el cultivo in vitro, sobre la capacidad androgénica de las
cinco variedades de cebada, para esto ya se tomd en cuenta la correlacion entre el
estado de desarrollo vegetativo de la planta de cebada y el estado de desarrollo del

polen.
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2.6.4. Esterilizacion superficial de las espigas

Las espigas una vez recolectadas y aln envueltas en la vaina de la hoja bandera
fueron esterilizadas rociando superficialmente alcohol al 75% durante un minuto y se
retird cuidadosamente el follaje sobrante, es decir, eliminando las hojas que empiezan

desde las bases hasta aquellas que se encuentren a la altura de la penultima hoja.

2.6.5. Correlacion entre el estado vegetativo de la planta y el estado de desarrollo

de las microsporas.

Se debe establecer para cada variedad una relacion que nos indique el momento
en el que las espigas deben ser recolectadas para que la mayoria de las microsporas

estén en estado adecuado de desarrollo, indispensable para el cultivo in vitro de anteras.

Para identificar el adecuado estado vegetativo de la planta se utilizo dos criterios
la Escala Zadocks de los estados Fenoldgicos de los cereales y la distancia que existe
entre la penultima hoja y la hoja bandera de la espiga (Szarejko, 2003); y para
identificar el adecuado estado de desarrollo de las microsporas (uninucleado medio y
tardio) se realizé tinciones en solucion de acetocarmin al 2% y observaciones al
microscopio (apartado 2.6.6) para identificar diferentes estados de desarrollo del poleny

establecer el estado uninucleado adecuado.

Figura.2.3 Espigas de cebada en diferentes estados de desarrollo vegetativo (Szarejko, 2003).
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2.6.6 Determinacion del estado de desarrollo de las microsporas

Para verificar el estado uninucleado medio y tardio de las microsporas antes de
ser inoculadas en los medios de induccion se realizaron tinciones de las anteras en

solucion de acetocamin al 2%.

Para las tinciones se extrajeron anteras al azar de dos o tres espiguillas, fueron
colocadas sobre portaobjetos y posteriormente tefiidas con una gota del colorante
(acetocarmin al 2%) (Rush y Shao Q, 1996). Con ayuda de una varilla de vidrio se
presiono las anteras para permitir la salida de las microsporas, teniendo cuidado de no
dafar el tejido. A continuacion con una pinza se extrajeron los restos de anteras tratando
de dejar solo la masa de células en las placas (tejido esporégeno), e inmediatamente se

afiadio otra gota de colorante.

Después de 45 minutos se colocaron los cubre objetos en las muestras y fueron
observadas en un microscopio optico con un aumento de 40x a fin de verificar el estado
uninucleado medio y tardio del polen para continuar con el proceso (Brifht S,W; y Jones
M,G., 1985).

Este procedimiento se realizd también para establecer la correlacion entre el
estado de desarrollo del polen y el estado de desarrollo vegetativo de la planta; y el
tiempo maximo de tratamiento frio 4°C en el cual el 90% de microsporas permanecian

viables.

Figura.2.4 Tincion de anteras en solucion de acetorcamin 2%, para observar el estado de desarrollo del
polen.
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2.6.7 Pre-tratamiento de las espigas a temperatura fria 4°C

Para evaluar el tiempo méximo de tratamiento frio 4°C en el cual el 90% de
microsporas permanecian viables y previo a la induccién de anteras, se extrajo las
anteras de las espigas esterilizadas dentro de cAmara de flujo laminar y se las colocé en
cajas Petri de doble compartimento. En el compartimento pequefio se adiciond unas
gotas de agua estéril (aproximadamente 1ml), mientras que en el compartimento grande
se coloco de 3 a 4 espigas de cebada. Las cajas de doble compartimento fueron selladas
con parafilm, envueltas en papel aluminio, y colocadas en refrigeracion a 4°C durante
cuatro, siete, diez y catorce dias para cada variedad, terminado estos periodos se realizo
tinciones de anteras en acetocarmin al 2% (apartado 2.6.6) de esta manera se pudo
diferenciar y contabilizar microsporas viables y no viables y finalmente establecer una

relacion porcentual entre el tiempo de exposicion y la sobrevivencia de las microsporas.

Figura.2.5 Procedimiento de extraccion de las espigas de cebada para pre-tratamiento frio 4°C

ETAPAII

2.6.8 Formulacion del medio de cultivo

Para el cultivo de las anteras de cebada (H. vulgare L.) se formuld el medio de
cultivo de induccion BAC3 suplementado con Ficoll, PEG y Gelrite respectivamente

(Anexo XIV), para estimular la formacion de callos y embriones.
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Los componentes el medio fueron esterilizados utilizando un filtro de membrana
Milipore de tamarfio de poro 0.22 micras, el pH del medio fue ajustado con NaOH 1Ny
HCl 1IN a 6.2 y finalmente los agentes gelificantes PEG, Gelrite y Ficoll fueron

autoclavados y adicionados al medio.

Figura.2.6. Preparacion de medios: a) Esterilizacion por filtro milipore b) Dispension del medio en cajas
Petri.

2.6.9. Aislamiento de las anteras

Las anteras de las espigas del pre-tratamiento frio antes de ser inoculadas en los
medios de induccion fueron nuevamente tefiidas en solucion de acetocamin al 2%
(apartado 2.6.6) para verificar el estado uninucleado de las microsporas. Aquellas

espigas que poseian méas del 20% de microsporas no viables fueron descartadas.

Con el fin de aislar las anteras de los filamentos se cortaron las flores por su base
y posteriormente se extrajo una densidad de 40 anteras con pinzas estériles utilizando el
estéreo microscopio e inmediatamente colocadas en las cajas Petri que contenian 3 ml

de medio de cultivo de induccién para cada tratamiento.

Figura.2.7 a. Aislamiento de anteras bajo estéreo microscopio. b. Anteras sembradas en medio de cultivo
BAC3 c. Microfotografia de Anteras en el medio de cultivo BAC3.
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2.6.10 Induccion de Androgénesis

Las anteras inoculadas en las cajas Petri con los medios de cultivo de induccion
fueron selladas con cinta parafilm, envueltas con papel aluminio y finalmente colocadas
en una incubadora donde permanecieron en la oscuridad y a una temperatura entre 24-

25 °C en condiciones estériles.

Para evaluar la capacidad de induccion de androgénesis del medio de cultivo
BAC3 suplementado con Ficoll, Polietilenglicol y Gelrite respectivamente para las
cinco variedades de cebada, las espigas fueron recolectadas utilizando la correlacién
entre el estado vegetativo de la planta de cebada y el estado de desarrollo del polen
(apartado 2.6.5), aplicando pre-tratamiento frio 4°C de las espigas durante 4 dias
(apartado 2.6.7) y verificacion del estado uninucleado de las microsporas mediante
tincion de anteras en acetocarmin 2% Yy observacion al microscopio(apartado 2.6.6).

Para entablar el ensayo se introdujo un total de 6000 anteras.

Figura. 2.8. Incubacién de anteras en medio de cultivo BAC3 suplementados con Ficoll, Gelrite y PEG a
25°C en oscuridad.
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2.7. Andlisis de Datos

Para el andlisis de los datos que se obtuvieron durante la investigacion de
utilizaron los paquetes estadisticos SPSS (versién 15.0) y SAS.

2.7.1. Variables y métodos de evaluacion

2.7.1.1 Variables para la evaluacién del tiempo de exposicion maximo de las
espigas al pre-tratamiento frio, en el cual el 90% de microsporas permanecen
viables.

2.7.1.1.1 Analisis de Sobrevivencia

Para determinar el tiempo méaximo de pre-tratamiento frio a 4°C que garantice el
90% de sobrevivencia de las microsporas presentes en las espigas seleccionadas se
contabilizaron la sobrevivencia de microsporas a los 4, 7, 10, y 14 dias después del pre-
tratamiento frio 4°C, mediante tincién de anteras en solucion de acetocarmin al 2% y
observacion microscopica. Se considero a las microsporas no viables (muertas) aquellas

que al ser observadas bajo el microscopio 6ptico no se tifien (apariencia transparente).

Se realizd un analisis de probabilidades (analisis PROBIT), en el programa
estadistico SAS, el mismo proporcion6 el nimero méaximo de dias que las espigas deben
ser sometidas bajo tratamiento frio para las variedades de estudio. Ademas se realiz6 un
Disefio completamente al azar entre los dias aplicados para observar si existia diferencia

estadistica entre los periodos.
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2.7.1.2. Variables para la evaluacion de la influencia del genotipo y de medios de
induccidn propuestos para el cultivo in vitro, sobre la capacidad androgénica.

2.7.1.2.1 Numero total de respuestas androgénicas

A los 15 dias de induccion se cuantificd el nimero total de anteras con respuesta
androgénica (sobre la superficie de la antera), esto es debido a que tedricamente, las
primeras respuestas androgéncias empiezan a surgir durante los primeros dias de

induccidn (Figura 3.3.1).

A través del software SPSS y SAS se realizaron las pruebas de Tukey de los
tratamientos evaluados que permitan determinar las diferencias significativas de la
capacidad androgénica de cada una de las variedades en estudio. Finalmente se
establecio el porcentaje del niUmero de respuestas androgénicas con respecto al nimero

de anteras inoculadas.

Las estructuras que se formaron en la superficie de las anteras y alrededor de
ellas (respuestas andrdgenicas) se las dividié en dos tipos, formacion de callos y
formacion de embriones de acuerdo a sus caracteristicas morfoldgicas y proporcion de
crecimiento. Para determinar si existian diferencias tanto para el nimero de callos y
como para el nimero de embriones formados en los diferentes tratamientos evaluados
para la capacidad androgénica se aplicé un Disefio completamente al Azar (DCA)

respectivamente.

2.7.1.2.2 Formacion de callos

Para la evaluacion, estructuras o aglomeraciones formadas de células no
diferenciadas a manera de masa amorfa o de mérula, que se forman a los 30 dias de
induccion sobre la superficie de la antera o alrededor de ella, se denominaron callos
(Figura 3.3.1.1).
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Se contabilizd el numero de callos formados en el medio de cultivo BAC3
durante el periodo de incubacion de las anteras. El porcentaje se determiné en base al

ndmero de anteras en cultivo.

2.7.1.2.3 Formacion de estructuras embrionarias

Para la evaluacion, masas compactas de color blanco o beige y de gran tamafio
en comparacion a los callos, y se forman a los 50 dias de induccion se denominaron
embriones (Figura 3.3.2.1). Se contabilizé el nimero de embriones formados en el
medio de cultivo BAC3 durante el periodo de incubacion de las anteras. El porcentaje se

determiné en base al niUmero de anteras en cultivo.
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CAPITULO 111

RESULTADOS

3.1 Correlacion entre el estado vegetativo de la planta y el estado de desarrollo de

las microsporas.

Las espigas de las variedades de estudio deben ser recolectadas entre los estados
Z4.0 'y Z4.9 de la escala Zadocks (Cuadro 3.1.1, Gréfico 3.1.1 y Tabla 1.1), es decir,
cuando la ligula de la hoja bandera este visible y la vaina esta engrosada,
aproximadamente a una distancia de 5-6 cm entre la penultima hoja y la hoja bandera,

en estos, las microsporas muestran estado uninucleado medio y tardio.

Cuadro 3.1.1. Correlacion entre el estado vegetativo de la planta y el estado de desarrollo de las
microsporas para las variedades de estudio. Quito-Pichincha, 2010.

. Distancia entre
Estado Vegetativo P
la pendltima Estado de
Variedad ¢3 DB hojay la hoja desarrollo del Polen
(Escala Zadocks)
bandera

INIAP-Cafiicapa Z4.0y Z4.9 5cm Uninucleado medio y tardio
INIAP-Quilotoa Z4.0y Z4.9 5cm Uninucleado medio y tardio
Diferencial Emir Z40y Z4.9 6.cm Uninucleado medio y tardio
Diferencial 15 Z4.0y Z4.9 6cm Uninucleado medio y tardio
Clipper Z40y Z4.9 6cm Uninucleado medio y tardio
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Griéfico 3.1.1 Estado de desarrollo adecuado de las espigas de cebada, a) Distancia entre la penultima
hoja y la hoja bandera. b) Estado Z3-Z4 de la Escala de Zadocks. Quito-Pichincha, 2010.
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3.2 Evaluacion del tiempo de exposicion maximo de las espigas de cebada al pre-

tratamiento frio.

Para este estudio de cultivo in vitro de anteras de cebada fue necesario manejar
una sobrevivencia de microsporas del 90% al finalizar el pre-tratamiento frio, para
obtener buenos resultados con respecto a las respuestas androgénicas, formacion de

callos y embriones.

3.2.1 Analisis de Sobrevivencia de las Microsporas

Con los datos de las variedades evaluadas en el laboratorio con respecto al
namero de microsporas vivas se realizd el andlisis estadistico de probabilidades
(PROBIT), el cual gener6 una serie de probables valores del nimero de dias de pre-
tratamiento frio que se debe aplicar a las espigas de cebada para obtener una
sobrevivencia de microsporas desde el 1% al 99% con sus respectivos limites de
confianza. Los Anexos VIII al XII muestran los resultados del analisis, en donde a
medida que se incrementa el nimero de dias de pre-tratamiento frio disminuye el

porcentaje de sobrevivencia de las microsporas.

Cuadro 3.2.1 Ndmero de Dias de Pre-tratamiento Frio 4°C obtenidos del Analisis de Probabilidades
(PROBIT) para la sobrevivencia del 90% de microsporas para las variedades de estudio. Quito-Pichincha,
2010.

ANALISIS PROBIT

. 95 % Limites Fiduciales
VARIEDAD | PROBABILIDAD | DIAS (No.) — -
MINIMO MAXIMO

Emir 0.90 4.29 4.15 4.43
15 0.90 5.23 5.12 5.35
Quilotoa 0.90 5.34 5.17 5.51
Cafiicapa 0.90 4.29 4,18 4.39
Clipper 0.90 4.76 4.62 4.89

En el cuadro 3.2.1 se muestra que el numero de dias méas adecuado de pre-
tratamiento frio para la Variedad Diferencial Emir es de 4 dias, para la Variedad

Diferencial 15 de 5 dias, para la Variedad INIAP-Quilotoa de 5 dias, para la Variedad
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INIAP-Cafiicapa 4 dias, y para la Variedad Clipper de 5 dias, periodo en el cual hay la

probabilidad de manejar el 90% de sobrevivencia de microsporas. En este ensayo, de

los periodos 4, 7, 10, y 14 dias de pre-tratamiento frio propuestos y para fines de

estandarizar el protocolo de cultivo in-vitro de anteras se eligio el periodo de 4 dias para

trabajar con todas las variedades.

Cuadro. 3.2.2 Analisis de efectos y estimador del pardametro, obtenidos para determinar la probabilidad de
los dias de pre-tratamiento frio 4°C entre 1% al 99% de sobrevivencia de microsporas para la Variedad

INIAP-Cafiicapa, Quito-Pichincha, 2010.

VARIEDAD INIAP-CANICAPA

Andlisis de Efecto

Chi-cuadrado

Pr > Chi-Cuadrado

Efecto GL de Wald
LoglO(DIAS) | 1 3997.6278 <.0001
Andlisis del Estimador del Parametro
Parametro GL | Estimador | Error Estandar 95% Limites de Chi- Pr>
Confianza Cuadrado
Intercept 1 45982 0.0786 4.4442 4.7522 3425.17 <.0001
Log10(DIAS) 1 -5.2451 0.0830 -5.4077 -5.0825 3997.63 <.0001

Cuadro. 3.2.3 Andlisis de efectos y estimador del pardmetro, obtenidos para determinar la probabilidad de
los dias de pre-tratamiento frio 4°C entre 1% al 99% de sobrevivencia de microsporas para la Variedad
Clipper. Quito-Pichincha, 2010.

VARIEDAD CLIPPER

Andlisis de Efecto

Efecto oL Chg:%sglr;do Pr > Chi-Cuadrado
LoglO(DIAS) | 1 2865.2002 <.0001
Analisis del Estimador del Parametro
Parametro GL | Estimador | Error Estandar 95% L|m|tes de Chi- Pr>
Confianza Cuadrado
Intercept 1 4.4207 0.0839 4.2562 4.5852 2774.91 <.0001
Log10(DIAS) 1 -4.6343 0.0866 -4.8040 -4.4646 2865.20 <.0001
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Cuadro 3.2.4 Analisis de efectos y estimador del pardmetro, obtenidos para determinar la probabilidad de
los dias de pre-tratamiento frio 4°C entre 1% al 99% de sobrevivencia de microsporas para la Variedad
Diferencial Emir. Quito-Pichincha, 2010.

VARIEDAD DIFERENCIAL EMIR

Andlisis de Efecto

Chi-cuadrado

Efecto GL de Wald Pr > Chi-Cuadrado
LoglO(DIAS) | 1 2645.7288 <.0001
Anélisis del Estimador del Parametro
Parametro GL | Estimador | Error Estandar 95% L|m|tes de Chi- Pr>
Confianza Cuadrado
Intercept 1 3.9506 0.0803 3.7931 4.1080 2419.49 <.0001
Log10(DIAS) 1 -4.2174 0.0820 -4.3781 -4.0567 2645.73 <.0001

Cuadro. 3.2.5 Analisis de efectos y estimador del parametro, obtenidos para determinar la probabilidad de
los dias de pre-tratamiento frio 4°C entre 1% al 99% de sobrevivencia de microsporas para la Variedad
Diferencial 15. Quito-Pichincha, 2010.

VARIEDAD DIFERENCIAL 15

Analisis de Efecto

Chi-cuadrado Pr > Chi-Cuadrado
Efecto GL de Wald
LoglO(DIAS) | 1 3587.7049 <.0001
Analisis del Estimador del Parametro
Parametro GL | Estimador | Error Estandar 95% L|r_n|tes de Chi- Pr>
Confianza Cuadrado

Intercept 1 5.3228 0.0918 5.1428 5.5028 3358.71 <.0001
Logl0(DIAS) 1 -5.6219 0.0939 -5.8058 -5.4379 3587.70 <.0001

Cuadro. 3.2.6 Analisis de efectos y estimador del pardmetro, obtenidos para determinar la probabilidad de
los dias de pre-tratamiento frio 4°C entre 1% al 99% de sobrevivencia de microsporas para la Variedad
INIAP-Quilotoa. Quito-Pichincha, 2010.

VARIEDAD INIAP-QUILOTOA

Analisis de Efecto

Chi-cuadrado

Efecto GL de Wald Pr > Chi-Cuadrado
LoglO(DIAS) | 1 2073.1080 <.0001
Analisis del Estimador del Parametro
Parametro GL | Estimador | Error Estandar 95% L|r_n|tes de Chi- Pr>
Confianza Cuadrado
Intercept 1 4.4488 0.0975 4.2577 4.6399 2081.76 <.0001
Log10(DIAS) 1 -4.3512 0.0956 -4.5385 -4.1639 2073.11 <.0001
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Los datos del analisis PROBIT de sobrevivencia de microsporas para cada
variedad fueron evaluados por medio de la prueba de Chi-Cuadrado las cuales muestran
el analisis de efectos y el andlisis del estimador del pardmetro, indicando significancia
estadistica, es decir que en general, todas las curvas de probabilidad se ajustaron a una
tendencia probalistica, que permitié identificar los valores que constituyen buenas
aproximaciones desde el 1% al 99% (Anexos VIII al XIlI). El valor p<0.001 mostrado
en los cuadros de prueba de Chi-Cuadrado para todas las variedades de estudio indica
que existe relacion dependiente entre los dias de pre-tratamiento frio y la sobrevivencia

de las microsporas (Cuadros 3.2.2 al 3.2.6).

Grafica del Analisis PROBIT para las Variedades INIAP Caiiicapa,
Diferencial Emir, Diferencial I5, INTAP-Quilotoa v Clipper

s Clipper
—=— Emir

15

PROBABILIDAD

e Quiilotoa

Caficapa

o z 4 & a 10 1z 14 16 18 20

DiAS DE PRE-TRATAMIENTO FRIO 4°C

Gréfico 3.2.1. Curvas del Anélisis PROBIT para las variedades INIAP-Cafiicapa, Diferencial Emir,
Diferencial 15, INIAP-Quilotoa y Clipper a los diferentes dias de pre-tratamiento frio. Quito-Pichincha,
2010.

Las curvas del analisis PROBIT de la sobrevivencia de microsporas a los
diferentes dias de pre-tratamiento frio (4, 7, 10, y 14 dias) para todas las variedades de
estudio se muestran en el Gréafico 3.2.1 donde se aprecia un claro efecto pre-
tratamiento-respuesta con un aumento en la mortalidad o un descenso en la probabilidad
de sobrevivencia a medida que se incrementa el nimero de dias de pre-tratamiento frio.
Se observa que a los 4 dias de pre-tratamiento frio existe la probabilidad de manejar del
90 % de sobrevivencia de microsporas, a los 7 dias del 60 al 80%, a los 10 dias del 30 al

50% vy a los 14 dias del 5 al 20%.
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Cuadro 3.2.7 Andlisis de Varianza para determinacion de diferencias entre los dias de pre-tratamiento
frio 4,7,10,14 con respecto a la sobrevivencia de microsporas de las variedades de estudio. Quito-
Pichincha, 2010.

DIAS Fuente de Variacion sC GL CM F- Pr>F
Valor
Tratamientos 16.2268837 4 4.0567209 0.18 0.9473
Error 900.7180477 | 40 | 22.5179512
4 Total 916.9449314 | 44
cVv 5.23%
Tratamientos 1782.643839 4 445.660960 7.35 0.0002
Error 2425.779489 | 40 60.644487
7 Total 4208.423328 | 44
cVv 9.65%
Tratamientos 8145.59284 4 2036.39821 18.72 <.0001
Error 4351.18628 40 108.77966
10 Total 12496.77912 | 44
CcVv 26.57%
Tratamientos 2105.602793 4 526.400698 3.67 <0.0122
Error 5733.940102 | 40 143.348503
14 Total 7839.542895 | 44
cVv 63.11%

El cuadro 3.2.7 muestra el analisis de varianza para los 4, 7, 10, y 14 dias de pre-
tratamiento frio de todas las variedades, los resultados no muestran significancia
estadistica cuando de aplica 4 dias de pre-tratamiento frio a las espigas de cebada, pero
si alta significancia estadistica al aplicar 7, 10 y 14 dias, estos resultados coinciden con
lo que se observa en el grafico 3.2.1 y el analisis PROBIT que muestran un descenso en
la probabilidad de sobrevivencia de las microsporas al aplicar mas de 4 dias de pre-
tratamiento. Asi, para obtener mayor homogeneidad CV 5.23% y mantener las mismas
condiciones para todos los genotipos de estudio se aplico 4 dias de pre-tratamiento frio
4°C.
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3.3. Respuestas androgénicas

Figura 3.3.1.Anteras con Respuesta Androgénica® a los 15 dias de induccién a) Micrografia Antera -
Variedad Clipper en el medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll b) Microfotografia Antera-
Variedad Caflicapa en medio de induccién BAC3 suplementado con Ficoll y ¢) Micrografia Antera-
Variedad Quilotoa medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll

Los resultados muestran que dos de los cinco genotipos examinados expresaron
mayor capacidad androgénica INIAP-Quilotoa 2003, y Clipper bajo las condiciones
experimentales de este estudio, pero la frecuencia de respuestas androgénicas por cada

40 anteras en induccién fue mayor para la variedad Clipper.

Cuadro 3.3.1 Analisis de Varianza para el nimero de respuestas androgénicas en 5 variedades de
Cebada y el medio de induccién BAC3 con diferentes gelificantes aplicando un Disefio factorial 5x3.
Quito-Pichincha, 2010.

Fuente de Variacion SC GL CM F-Valor PrsF

Variedades de Cebada (A) 23,708 4 5,927 9,336 1,1208E™

Medio de induccién BAC3 (B) 34,829 2 17,415 27,430 1,1391E%
Variedades de Cebada* Medio

> 29,673 8 3,709 5,842 2,2177E®
de Induccién BAC3 (A-B)
Error 83,168 | 131 635
Ccv 43.51%

Al analizar la variable respuestas androgénicas, el analisis de varianza (Cuadro

3.3.1) presentd alta significancia estadistica entre las variedades de estudio (A), y el

2 En los Anexos |-V se muestran fotografias del cultivo in vitro de anteras de cebada para cada
variedad de estudio con medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll, en estas se puede observar
anteras con respuesta androgénica a los 15 dias de induccion de cada variedad.
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Medio BAC3 (B) por lo que se puede suponer que los resultados son diferentes al
utilizar una variedad en lugar de otra, o al suplementar con distintos agentes gelificantes
al Medio BAC3. Al relacionar variedades por medio de induccion BAC3 (A-B), de
manera similar se muestra alta significancia estadistica, lo que sugiere que en general es
estadisticamente diferente utilizar PEG, Gelrite o Ficoll en el Medio BAC3 sobre una

variedad u otra para obtener respuestas androgénicas.

Tabla 3.3.1. Prueba de Tukey (a 0.05) para la determinacion de diferencias en el efecto A (Variedades de
Cebada) sobre la respuesta androgénica.

. NuUmero de Media Tukey
Variedades . /
Observaciones Agrupamiento
Clipper 28 2.26 A

Quilotoa 29 1.73 B
Emir 30 1.30 B
15 30 1.30 B
Caficapa 29 1.18 B

Se realiz6 la prueba de Tukey donde se determind las distintas categorias
estadisticas del efecto A (Variedades de Cebada). En la tabla 3.3.1 se aprecia que la
variedad Clipper alcanza el mayor resultado del nimero de respuestas androgenicas con
una media de 2.26, y se ubica en la primera categoria estadistica, los demas
tratamientos con las variedades Quilotoa, Emir, 15, y Caficapa se agrupan en una

segunda categoria con un valores de media de 1.73, 1.30, 1.30, y 1.18 respectivamente.

Tabla 3.3.2 Prueba de Tukey (a 0.05) para la determinacion de diferencias en el efecto B (Medio de
Induccion BAC3 suplementado con Ficoll, Gelrite y PEG) sobre la respuesta androgénica.

Tratamiento Numero_ CE Media TUkEY
Observaciones Agrupamiento
Ficoll 10 2.18 A
Gelrite 10 1.43 B
PEG 10 1.00 B

La prueba de Tukey para el efecto B (Medio de Induccién BAC3 suplementado
con Ficoll, Gelrite y PEG) tabla 3.3.2 muestra que con el tratamiento Medio de
Induccion BAC3 suplementado con Ficoll se alcanza el mayor resultado del nimero de

respuestas androgénicas con una media de 2.18, que se ubica en la primera categoria
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estadistica, los demas tratamientos con los medios de induccion BAC3 suplementados
con Gelrite y PEG se agrupan en una segunda categoria con un valor madximo de media

de 1.43 y un minimo de 1.00, sin presentar diferencias estadisticas entre ellos.

Los resultados mencionados se resumen en las siguientes graficas de perfil, la
figura 3.3.2 muestra las medias marginales estimadas de numero de respuesta
androgénicas de la interaccion A-B (Variedades de Cebada vs Medio de Induccién
BAC3 suplementado con diferentes gelificantes). En la grafica se observa que el
promedio de respuestas androgénicas en la variedad Clipper con medio de induccion

BAC3 suplementado con Ficoll es mayor con respecto a las demas variedades y medios.

Medias Marginales Estimadas de Nimero de Respuestas Androgénicas

Medios de Induccién
— FICOLL
GELRITE
- PEG

w00

200

100~

2004 /
b —

Medias Marginales

T T T T T
CANICAPA  CLIPPER EMIR 15 QUILOTOA

Variedades de cebada

Figura 3.3.2. Gréfica de perfil mostrando la influencia de las interacciones Variedades de Cebada vs
medio de Induccién BAC3 suplementado con Ficoll, Gelrite y PEG sobre la respuesta androgénica.

En la figura 3.3.3 se observa las comparaciones de las medias del efecto A
(Variedades de Cebada) con los tres medios de induccion, se aprecia que existe mayor
namero de respuestas androgénicas en dos de las variedades Clipper y Quilotoa, pero
existe una marcada diferencia estadistica entre ambas variedades. Se determind que por
cada 40 anteras inoculadas para los tres medios de induccion, el promedio del nimero
de respuestas androgénicas para Clipper (2.26) fue mayor que para Quilotoa (1.73),

identificando a Clipper como mejor genotipo androgénico.
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Medias Marginales Estimadas de Nimero de Respuestas Androgénica

1,50

Medias marginales estimadas
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CARICAFA CUFFER EMIR 1= aUnaOTaA

Variedades de Cebada

Figura 3.3.3. Gréfica de perfil mostrando la influencia del efecto A (Variedades de Cebada) sobre la
repuesta androgénica.

En la figura 3.3.4 se observa las comparaciones de las medias del efecto B
(medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll, Gelrite y PEG). La grafica
muestra un mayor numero de respuestas androgénicas al utilizar el medio BAC3
suplementado con Ficoll con una media superior (2.18) en comparacion con los medios

de induccion BAC3 suplementados con Gelrite (1.43) y PEG (1.00).

Medias Marginales Estimadas de Nimero de Respuestas Androgénicas

Medias marginales estimadas

T T
FoOLL GELRITE PEG

Medios de Induceion

Figura 3.3.4. Grafica de perfil mostrando la influencia del efecto B (Medio BAC3 suplementado con
Ficoll, Gelrite y PEG) sobre la repuesta androgénica.
86



Al extrapolar el numero total de respuestas androgénicas de las variedades de
cebada con respecto al numero total de anteras inoculadas se determind mayores
porcentajes de respuestas androgénicas en las variedades de estudio cuando se aplica
Ficoll en el Medio de Induccion BAC3 que cuando se aplica Gelrite y PEG. El 36.76%
de respuestas androgénicas muestra que genotipo con mejor capacidad androgénica es la
variedad Clipper (Grafico 3.3.1).

Porcentajes de Respuestas Androgénicas de las variedades de estudio
y el Medio de Induccian suplementado con Ficoll, Gelritey PEG.

( FICOLL \ / GELRITE \ ( PEG \
a0
36,25
—
£
P
o -
¥ =
-
=
< 2 -
2
o
2 15
o
[
s 6,75
s 15 1,75 25 15 2,25 25
o 0.5 5 0 0 0 0 0
0 = i L e e
2 3838 8 2 3 8 s 22 38 68
£ = m . = = m £ = o
w 35352 R i S5 382
S E G ER S IE G
\ SIS J \ g8 "/ \ g8 )

Grafico 3.3.1 Porcentaje del nimero de respuestas androgénicas para las variedades de estudio en el
Medio de Induccion BAC3 suplementado de Ficoll, Gelrite y PEG, con respecto al total de anteras
inoculadas. Quito-Pichincha, 2010.
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3.3.1. Formacion de Callos

Figura 3.3.1.1. Formacién de Callos® a los 30 dias de induccién a) Micrografia de Callos Variedad
Clipper en el medio de induccién BAC3 suplementado con Ficoll b) Microfotografia de Callos Variedad
Cafiicapa en medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll y ¢) Micrografia de Callos Variedad
Quilotoa medio de induccién BAC3 suplementado con Ficoll

Cuadro 3.3.1.1 Andlisis de Varianza para el nimero de callos, en 15 tratamientos evaluados mediante un
DCA.

Fuente de Variacién SC GL CM F-Valor | Pr>F
Tratamientos (Inter-grupos) 56.4482467 14 4.0320176 12.13 <0.0001
Error (Intra-grupos) 44.8768923 135 | 0.3324214

Total 101.3251389 | 149

CcVv 43.48%

Se aprecia que existe alta significancia estadistica en los 15 tratamientos con
respecto al nimero de callos formados (ANOVA 3.3.1.1). Ademaés se puede observar
que la variacion total en los 150 datos fue de 101.325 y de esta cantidad 56.448 se debe
a las diferencias entre los 15 tratamientos aplicados; y 44.876 corresponden a las
diferencias entre observaciones del mismo tratamiento. Estos resultados indican que
tanto las variedades como el medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll,
Gelrite, y PEG, influyen sobre la formacion de callos.

% En los Anexos 1-V se muestran fotografias del cultivo in vitro de anteras de cebada para cada
variedad de estudio con medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll, en estas se puede observar
callos formados a los 30 dias de induccion de cada variedad
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Tabla 3.3.1.1 Prueba de Tukey (o 0.05) determinando el nimero de callos formados por tratamiento
evaluado.

Tratamiento Numero_ de Media Tuke)_/
Observaciones Agrupamiento
Ficoll, Clipper 10 3.48 A

Ficoll, Quilotoa 10 1.85 B
Gelrite, Clipper 10 1.35 B
Gelrite, Quilotoa 10 1.34 B
Ficoll, I5 10 1.26 B
Ficoll, Emir 10 1.22 B
Gelrite, Emir 10 1.21 B
Ficoll, Caficapa 10 1.19 B
Gelrite, 15 10 1.08 B
Gelrite, Caflicapa 10 1.07 B
PEG, Cafiicapa 10 1.00 B
PEG, Clipper 10 1.00 B
PEG, Emir 10 1.00 B
PEG, I5 10 1.00 B
PEG, Quilotoa 10 1.00 B

Los datos obtenidos de la prueba de Tukey (Tabla 3.3.1.1) muestran que el
medio de induccién BAC3 al ser suplementado con tres distintos gelificantes favorece
la proliferacion de callos pero son diferentes estadisticamente.

El tratamiento Clipper-Ficoll alcanza el mayor resultado con una media de 3.48
para el numero de callos formados, que se ubica en la primera categoria estadistica; los
demas tratamientos se agrupan en una segunda categoria sin presentar significancia
estadistica entre ellos. Estos resultados muestran que el nimero de callos formados

varia con respecto al agente gelificante que se utilice y de acuerdo al genotipo.

En la gréfica de perfil de medias se observa que la variedad Clipper alcanza el
mayor numero de callos formados al utilizar el medio de induccion BAC3

suplementado con Ficoll con respecto a los demas tratamientos (Figura 3.3.1.2).
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Media del Namero de Callos
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Figura 3.3.1.2. Grafico de medias determinando el promedio de callos formados en los tratamientos para
la respuesta androgénica.

Al extrapolar el nimero total de callos formados para las variedades de cebada
con respecto al numero total de anteras inoculadas (40) se determind mayores
porcentajes de callos formados cuando se aplica Ficoll en el Medio de Induccién BAC3
que cuando se aplica Gelrite y PEG, sin embargo el genotipo que presenta mayor
porcentaje de formacion de callos, es sin duda Clipper al utilizar Ficoll 36.25%,
inclusive aplicando Gelrite 2.5% y PEG 0.75%. (Gréafico 3.3.1.1).

Porcentaje del Niimero de Callos formados de las variedades de
estudio v el Medio de Induccion BAC3 suplementado con Ficoll,
Gelrite v PEG
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Gréfico 3.3.1.1. Porcentaje del nimero de callos formados para las variedades de estudio en el Medio de
Induccion BAC3 suplementado de Ficoll, Gelrite y PEG, con respecto al total de anteras inoculadas.
Quito-Pichincha, 2010.
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3.3.2 Formacion de Embriones

Figura 3.3.2.1 Formacion de embriones” a los 50 dias de induccién a) y b) Micrografia de Embriones
Variedad Clipper en el medio de induccién BAC3 suplementado con Ficoll c) Microfotografia de
Embriones Variedad Quilotoa en medio de induccién BAC3 suplementado con Ficoll.

Cuadro 3.3.2.1. Andlisis de Varianza para el nimero de embriones, en 15 tratamientos evaluados
mediante un DCA. Quito-Pichincha, 2010.

Fuente de Variacion SC GL | CM | F-Vvalor | Pr>F
Tratamientos (Inter-grupos) 54.585 14 3.899 9.027 <0.0001
Error (Intra-grupos) 56.147 135 | 0432
Total 110.731 | 149

Ccv 43.48 %

Se aprecia que existe alta significancia estadistica en los 15 tratamientos para
respuestas androgénicas con respecto al nimero de embriones formados. Ademas se
puede observar que la variacion total en los 150 datos fue de 110.73 y de esta cantidad
56.58 se debe a las diferencias entre los 15 tratamientos aplicados; y 56.14
corresponden a las diferencias entre observaciones del mismo tratamiento (Cuadro
3.3.2.1 de Anova).

* En los Anexos I-V se muestran fotografias del cultivo in vitro de anteras de cebada para cada
variedad de estudio con medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll, en estas se puede observar
embriones formados a los 50 dias de induccion de cada variedad

91



Tabla 3.3.2.1 Prueba de Tukey (o 0.05) determinando el nimero de embriones por tratamiento evaluado.

Tratamiento Numero_ de Media Tuke;_/
Observaciones Agrupamiento
Ficoll, Clipper 10 3.44 A

Ficoll, Quilotoa 10 151 B
Gerite, Clipper 10 1.41 B
Gelrite, Quilotoa 10 1.40 B
Gelrite, Emir 10 1.20 B
Ficoll, Caficapa 10 1.16 B
Ficoll, Emir 10 1.10 B
Gelrite, 15 10 1.10 B
PEG, Clipper 10 1.10 B
Gelrite, Caficapa 10 1.00 B
Ficoll, I5 10 1.00 B
PEG, Cafiicapa 10 1.00 B
PEG, Quilotoa 10 1.00 B
PEG, I5 10 1.00 B
PEG, Emir 10 1.00 B

La prueba de Tukey muestra que el tratamiento Clipper-Ficoll alcanza el mayor
resultado con una media de 3.44 para el nimero de embriones, que se ubica en la
primera categoria estadistica; los deméas tratamientos se agrupan en una segunda
categoria sin presentar significancia estadistica entre ellos pero el nimero de embriones
es notablemente inferior en comparacion con el nimero de embriones del tratamiento
Clipper-Ficoll (Tabla 3.3.2.1.). En la figura 3.3.2.2 se muestra la gréafica de perfil de
medias, donde se observa que la variedad Clipper alcanza el mayor numero de
embriones al utilizar el medio de induccion BAC3 suplementado con Ficoll en

comparacion con los demas tratamientos.

Media del Namero de Embriones

Emir,PEG-| §
I5,Ficoll-| Q%
15, Gelrite—{

Clipper, Ficoll-|
Clipper, PEG-]
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Quilotoa, Ficoll-|
Quilotea, Gelrite—|
Cafiicapa, Ficoll-
Canicapa, Gelrite—|
Caiicapa, PEG- &
Clipper, Gelrite—|

Variedades de Cebada vs Medios

Figura 3.3.2.2. Grafico de medias determinando el promedio de embriones formados en los tratamientos
para la respuesta androgénica.
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Al extrapolar el numero total de embriones formados para las variedades de
cebada con respecto al numero total de anteras inoculadas (40) se determind mayores
porcentajes de embriones formados cuando se aplica Ficoll en el Medio de Induccion
BAC3 que cuando se aplica Gelrite y PEG, pero se aprecia claramente que el genotipo
que presenta mayor porcentaje de formacion de callos, es Clipper al utilizar Ficoll
19.78%, inclusive aplicando Gelrite 1.5% y PEG 0.25%. (Grafico 3.3.2.1).

Porcentaje del Nimero de Embriones formados de las
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Grafico 3.3.2.1. Porcentaje del nimero de embriones formados para las variedades de estudio en el
Medio de Induccion BAC3 suplementado de Ficoll, Gelrite y PEG, con respecto al total de anteras
inoculadas. Quito-Pichincha, 2010.
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CAPITULO IV

DISCUSION

4.1 Correlacion entre el estado vegetativo de la planta y el estado de desarrollo de

las microsporas.

Para el cultivo in-vitro de anteras de cebada, las microsporas deben estar en
estado de desarrollo uninucleado en fase media y tardia, asi se debe establecer para cada
variedad una relacién entre el estado de desarrollo del polen y estado vegetativo de la

planta.

Muchos investigadores (Pace et al., 1987; Coumans et al., 1989; Biter, 1997;
Nageli et al., 1999; Obert et al., 2000; Lui et al., 2002; Obert y Barnabas, 2004; Obert
et al., 2005) establecen que las espigas deben ser cosechadas antes de que emerjan de la
hoja bandera que corresponde al estado Z4.0 y Z4.9, es decir, cuando la ligula de la hoja
bandera este visible y la vaina esta engrosada (embuchamiento), pero como se pudo
comprobar este criterio no es tan buen referente ya que se pueden cosechar espigas con

microsporas muy tiernas o muy maduras.

Es por esto que a su vez se tomo otro criterio, la distancia que existia entre la
penultima hoja y la hoja bandera de las espigas como menciona Szarejko (2003), que
para la mayoria de genotipos de cebada las espigas deben ser recolectadas cuando la
distancia entre la penultima hoja y la hoja bandera es de 3-6 cm, en esta distancia se
tiene un adecuado desarrollo de las microsporas para el cultivo in vitro. Como se pudo
comprobar en este estudio todas las variedades se encontraban en el rango indica el
autor pero indiscutiblemente cada una tenia una distancia especifica (Cuadro 3.1.1) y se
confirma que en estas distancias prevalecia el estado de desarrollo del polen

uninucleado medio y tardio.

Utilizando estos criterios se optimiza el tiempo, especialmente cuando se realiza

el cultivo in vitro de decenas de espigas.
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4.2 Efecto del Estado de Desarrollo de las Microsporas

Numerosos estudios han demostrado que la respuesta del grano de polen a la
formacion de un callo haploide o embrién depende del estado de desarrollo de la antera
(Barnabas et al., 1987; Pretova et al., 1993; Szarka et al., 2001; Obert, et al., 2005)

Esta generalmente aceptado que las anteras méas productivas son aquellas que se
encuentran en estado uninucleado, es decir, entre el estado de tétrada y justo antes de la
primera mitosis polinica. Sin embargo, para cebada Szarejko (2003) y Hoekstra et al.
(1992) indican que el estado méas apropiado de desarrollo de la microspora es el
uninucleado medio o tardio. En estos estados de desarrollo aun no ocurre la division
mitotica, y es en este punto donde se debe aplicar las condiciones de cultivo in vitro
para cambiar el desarrollo normal por un estado de desarrollo esporofitico. Si la
inoculacién de anteras se realiza en un estado anterior o posterior a los mencionados
(uninucleado temprano o binucleado) la produccion de callos y embriones decrece

enormemente o simplemente no existe respuesta androgénica.

En base a estos antecedentes y como mencionan Afza et al. (1999) y Szarejko
(2003) es indispensable realizar tincion de anteras en solucion de acetocarmin al 2%
para comprobar el estado de desarrollo de las microsporas tanto en el momento de la
colecta de las espigas debido a que las microsporas podrian estar inmaduras (tétrada de
microsporas o uninucleado temprano), y el inconveniente al finalizar el tiempo de pre-
tratamiento frio (antes de la siembra de anteras) es que las microsporas podrian haber
madurado hasta el estado binucleado.

Al seguir estos criterios se consiguié manejar un 90% de microsporas viables y
que se encontraban en estado de desarrollo uninucleado medio y tardio, alcanzando
porcentajes altos de respuestas androgénicas (Grafico 3.3.1) y formacién de callos y
embriones pero hay grandes diferencias entre los genotipos (Figura 3.3.1.2,y 3.3.2.2y
Gréafico 3.3.1.1y 3.3.2.1).
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4.3 Efecto del Pre-tratamiento Frio

El pre-tratamiento en frio actia como un estrés de temperatura que favorece al
desarrollo de las microsporas en cultivo in-vitro. Su importancia prevalece en que no
solo baja la frecuencia de albinismo, sino que a su vez, estimula la division mitética de
las microsporas, desviando su curso normal de desarrollo vegetativo (formacion de uno
generativo y otro vegetativo) hacia un desarrollo esporofitico (formacion de dos ndcleos
idénticos) (Nufiez et al., 1989).

En cebada distintos trabajos coinciden en el efecto beneficioso de un pre-
tratamiento de 28 dias a 4°C (Huang y Sunderland, 1982; Powell, 1988; Hou et al.,
1993). Sin embargo, los resultados son contradictorios en cuanto a la duracion éptima
del pre-tratamiento con frio (Kuhlmann y Foroughi-Wehr, 1989; Szarejko y Kasha,
1991). Estas contradicciones pueden deberse a diferencias entre genotipos y/o entre

condiciones ambientales de las plantas donantes en los diversos trabajos.

Huang y Sunderland (1981) probaron temperaturas de 4, 7, 14 y 25°C en espigas
de cebada previo a la induccion de anteras, y obtuvieron mayor rendimiento de callos y
regeneracion de plantas verdes cuando se aplica pre-tratamiento de 4°C durante 28
dias. Trejo et al., (2002) reportan que al manejar pre-tratamiento frio de 4°C durante 7
hasta 14 dias, el (IC) indice de formacion de callos se incrementa en méas de tres veces,
en comparacion con espigas que no son sometidas a pre-tratamiento frio. Alcanzado
valores de IC de 8.79% y 6.49% para cada genotipo respectivamente. Y al someter las
espigas a 21 dias de pre-tratamiento se obtuvo respuesta desfavorable, incluso se

registrd inhibicion de esta.

Tsay y Chen (1984) también reportaron que no es conveniente extender el pre-
tratamiento frio por mas de 14 dias ya que se reduce la capacidad de regeneracion de
plantas a partir de callos y se incrementa la produccion de plantas albinas. Buter (1997)
afirma también que al extender el pre-tratamiento frio, la viabilidad de las microsporas
podria verse afectada. Finalmente, Xie et al. (1995) reportaron que el tiempo éptimo de
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tratamiento de frio para espigas en cereales es funcion del genotipo; por tanto, es

necesario adaptar, modificar o proponer dichas condiciones para genotipos diferentes.

En base a estos criterios y debido a que antes de iniciar esta investigacion se
realizaron pruebas preliminares en las que se aprecié que al seguir la metodologia de
Szarejko (2003) que proponia pre-tratamiento frio de 4°C durante 21-28 dias, las anteras
no soportaron tiempo de exposicién mayor a 14 dias, mostrando oxidacion y deterioro,
fue necesario estandarizar la duracién del pre-tratamiento frio 4°C sobre la viabilidad

de las microsporas para las cinco variedades en estudio.

En esta investigacion y de acuerdo a los resultados obtenidos segun el analisis
PROBIT (Cuadro 3.2.1 y Grafico 3.2.1) para manejar una sobrevivencia de
microsporas del 90% el tiempo maximo de pre-tratamiento frio para las cinco
variedades de estudio debe ser no mas de 4 a 5 dias, y existe una relacion directamente
proporcional, es decir, a medida que se incrementa el nimero de dias de pre-tratamiento
frio aumenta el porcentaje de mortalidad de las microsporas. Los reportes en la literatura
y los obtenidos en este trabajo muestran que el efecto del pre-tratamiento frio es una

funcién del genotipo.

4.4 Efecto del Genotipo

En diversos estudios se ha demostrado que el genotipo es claramente el factor
que ejerce una influencia mayor en el comportamiento in vitro de cebada (Hanzel et al.,
1985; Goldstein y Kronstad, 1986; Lihrs y Lorz, 1987; Bregitzer, 1992; Ruiz et al.,
1992; Baillie et al., 1993).

La frecuencia de induccion y la capacidad de regeneracion del callo o de los
embriones formados a partir de la antera varian dependiendo del genotipo de los
parentales (Maheswhari et al., 1980). Se ha demostrado que la capacidad androgénica
estd bajo control genético (Foroughi-Wehr et al., 1982, Charmet y Bernadt, 1984).

Tanto la formacién de embriones como el porcentaje de plantas verdes se ven

97



fuertemente afectados por los efectos del genotipo, que se ha visto que alcanza hasta un

62% y un 76% de la variacion total, respectivamente (Larsen et al,. 1991).

Aungue en cebada se han desarrollado protocolos muy eficientes que han
Ilevado a la produccion de dobles haploides a partir de la mayoria de genotipos todavia
existen muchos cultivares de gran interés agronémico que no responden bien a este
método. Foroughi-Wehr et al. (1976) reportaron que la variedad de cebada Dissa era

mas susceptible a androgénesis de diecinueve otros genotipos.

Knudsen et al. (1989) demostraron que Igri, un genotipo de cebada de invierno,
mostrd el mayor nimero de plantulas verdes. Kintzios y Fischbeck (1994) reportan que
los cultivares de invierno de cebada produjeron un promedio de 4 plantas verdes por
100 anteras que se sembraron en su estudio. Szarejko et al. (1999) evaluaron la
capacidad de produccion de callos y regeneracion de plantas en 4 genotipos de cebada
de Turquia, los resultados mostraron que el genotipo Cumhuriyet-50 produjo mayor
nimero de callos (70%) y plantulas regeneradas (27.7%) por cada 100 anteras

sembradas.

Finnie et al. (1989), Hou et al. (1993), Knudsen et al. (1989), Logue et al,
(1993), y Powell, (1988) mencionan que podria existir una interaccion entre el genotipo
y los tratamientos aplicados durante el proceso y que podrian actuar sobre la expresion
de capacidades androgénicas. De esta manera se puede decir, que un método de cultivo
desarrollado para cualquier genotipo, no necesariamente es aplicable y 6ptimo para otro.
Asi, los genotipos considerados recalcitrantes podrian responder de la manera deseada

cuando el resto de factores que interviene se mejoran o se optimizan.

En el presente estudio la baja respuesta en el cultivo in vitro de anteras reflejado
en la formacién de callos y formacion de embriones en algunas de las variedades de
estudio se debe probablemente a la alta dependencia del genotipo y coinciden con los

datos que se mencionan anteriormente.

98



Asi, la variedad Clipper se muestra como genotipo androgénico presentando
mejores respuestas androgénicas (Figura 3.3.2 y Gréafico 3.3.1), alto porcentaje de
formacion de callos y embriones en el medio de cultivo BAC3 suplementado por Ficoll
(callos 36.25% y embriones 19.78%), Gelrite (callos 2.5% y embriones 1.75% ) y PEG
(callos 0.75% y embriones 0.25%) por cada 40 anteras sembradas, mientras que las
variedades INIAP-Quilotoa, INIAP-Caficapa, diferencial Emir y diferencial 15 se
muestran como genotipos recalcitrantes (Figuras 3.3.1.2 y 3.3.2.2 y Gréficos 3.3.1.1 y
3.3.2.1), debido a los bajos porcentajes de respuestas androgénicas, producciéon de

callos y embriones en comparacion con Clipper.

4.5 Efecto del Medio de Induccién BAC3

La composicion del medio de cultivo, en particular la fuente de carbono, el tipo
y concentracion de reguladores de crecimiento y los agentes gelificantes son

determinantes para inducir androgénesis.

Los medios de cultivo empleados en cultivo de anteras de cereales son N6 (Chu
et al., 1975), MS modificado (Fouroughi-Webhr et al., 1976), Kao (Kao, 1981), EDAM
(Sorvari y Schieder, 1987), FHG (Hunter, 1988), P2 (Chuang et al., 1978), BAC1
(Marsolais y Kasha, 1985), y BAC3 (Szarejko y Kasha, 1989) (Anexo XIII).

De los medios anteriormente mencionados, el medio liquido BAC3 se ha
utilizado de forma rutinaria en el cultivo de anteras de cebada (Szarejko y Kasha, 1991;
Cai et al., 1992) (Anexo XIV). Este medio de induccion es mucho mas completo que
los medios como N6 y FHG utilizados para induccion de androgénesis en cebada
(Anexo XII1). Dentro de los principales componentes y con los que se reportan mejores
resultados se encuentra la utilizacion de maltosa (6%) como fuente de carbono, una
elevada concentracion de nitrdgeno organico, la adicion de algunos componentes
inorganicos (KHCO3; y AgNO3 estimulantes para la induccion y la regeneracion de

plantas verdes de a partir de callos embriogénicos), y cambios en la composicion de los
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reguladores de crecimiento, utilizando la combinacién de la auxina NAA (2mg/L) y la
citoquinina BAP (1mg/L).

Ademas este medio contiene vitaminas como la tiamina y el acido nicotinico y
segun Genovesi y Yingling (1995) reportaron que son benéficos para inducir buenos
niveles de respuesta androgénica, también esta suplementado por caseina hidrolizada
una mezcla de aminoacidos, que ha mostrado ser beneficiosa en la induccion de
embriones y formacion de plantas verdes a partir del cultivo de anteras de cebada (Zhu
et al., 1990). Y finalmente una de las mejoras mas importantes ha sido la adicion de
Ficoll 400 al medio de cultivo como agente gelificante e inhibidor de anaerobiosis; con
todos estos componentes se logra someter a las microsporas a un estrés osmotico

necesario para inducir androgénesis.

Szarejko et al. (1999), en su estudio sobre la evaluaciéon la capacidad de
produccion de callos y regeneracién de plantas en genotipos de cebada de Turquia
utilizando dos medios de induccion BAC3 y FHG reportaron en los genotipos Tokak
157/37 'y Cumhuriyet-50 mayores respuestas androgénicas (97.6% y 75.3%
respectivamente) y formacion de callos (571.6% y 329.7% respectivamente) al utilizar
el medio BAC3 que al utilizar el medio FHG.

En esta investigacion con la utilizacién del medio BAC3 suplementado con
Ficoll se reportan los mejores resultados, tanto con el genotipo androgénico Clipper
(produccion de callos 36.25% y embriones 19.78%), como para los genotipos INIAP-
Quilotoa, INIAP-Caiiicapa, Diferencial Emir, y Diferencial 15, que a pesar de producir
porcentajes bajos de en comparacion con Clipper (Figura 3.3.4, Gréfico 3.3.1, 3.3.1.1y

3.3.2.1) muestran respuestas androgénicas en este medio.

4.5.1 Efecto de los reguladores de crecimiento

Se han publicado pocos trabajos destinados a determinar la composicion ptima
de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo de anteras. Algunos autores
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recomiendan el uso exclusivo de auxinas (Marsolais y Kasha, 1985). Otros autores
sugieren el uso de combinaciones de auxinas y citoquininas (Sorvari y Schieder, 1987;
Kao, 1988; Kuhlmann y Foroughi-Wehr, 1989; Cai et al., 1992) y otros solamente
citoquininas (Olsen, 1987).

Algunos autores utilizan 2,4-D y otros emplean las citoquininas BAP o kinetina
(Olsen, 1987). Otros aplican distintas combinaciones de auxinas y citoquininas AlA y
BAP o AIA y kinetina (Szarejko y Kasha, 1991) o ANA y BAP (Devaux, 1987, Cai et
al., 1992). En cambio, otros han obtenido los mejores resultados en medio sin hormonas
(Dunwell, 1985).

Para el cultivo de anteras de cebada se afirma que es necesario combinar
correctamente las auxinas y citoquininas para el desarrollo de embriones a partir de
microsporas (Cai et al., 1992). Ademas se ha comprobado que la citoquinina BAP es

indispensable para el desarrollo y la regeneracion de plantulas dihaploides.

Konzak,C.F. y Zhou (1991) estudiaron varias combinaciones de reguladores de
crecimiento para el medio de induccion BAC3. Ellos han demostrado que la
combinacién de la auxina ANA (2 mg /1) y el citoquinina BAP (1 mg / I) dio lugar a
una frecuencia de formacion de embriones mucho mayor que los medios que contienen

2,4-D, combinada ya sea con ribosida, zeatina, o la citocinina BAP.

En esta investigacion se aplico las mismas concentraciones que utilizaron
Konzak C.F y Zhou, y los resultados muestran mayores porcentajes de formacion de

callos y embriones en el genotipo Clipper.

4.5.2 Efecto de la fuente de Carbono

La fuente de carbono es uno de los componentes esenciales en el medio de
cultivo. Por un lado, actia como fuente de energia y por otro, como agente de presion

osmotica.
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Cai. Q et al. (1992) compararon el efecto de los hidratos de carbono sacarosa,
maltosa, celobiosa y melobiosa (6%) en el cultivo de anteras de cebada. El uso de
maltosa y celobiosa produjo una respuesta en las anteras significativamente mas alta, en

produccién de embriones y/o callos.

Finnie et al. (1989) sustituyeron la sacarosa del medio de induccion de anteras
de cebada por otros carbohidratos: maltosa fructuosa, extracto de malta, galactosa y una
mezcla de sacarosa y fructuosa. Observaron que con la maltosa la capacidad de inducir
plantulas verdes era mayor. Ademas, la concentracion mas adecuada estaba en el rango

de 6-12% para la maltosa.

Se argumenta que al utilizar sacarosa en el medio de induccion para anteras de
cebada se producen porcentajes bajos de callos y embriones ya que las microsporas
mueren debido a que metabolizan el azucar rapidamente, causando hipoxia y dando
como resultado acumulacion de grandes cantidades de etanol en las células. El
metabolismo de la maltosa es méas lento y hay suficiente oxigeno disponible para
permitir a las células sobrevivir en el medio y permitir mayores tasas de embriogénesis
(Scott et al., 1995).

4.5.3 Efecto de los Agentes Gelificantes

En los medios de cultivo de tejidos vegetales es necesario disponer de algun
sistema de soporte que evite que los tejidos se hundan en el medio y se encuentren en

condiciones de anaerobiosis.

Las condiciones anaerobias generan la produccion de acido lactico y etileno que
dafan las estructuras internas de los tejidos y el ADN de los plastidios, inhibiendo el
desarrollo de callos y embriones o dando lugar a la regeneracion de plantas albinas (Kao
et al., 1991). Este problema en cebada se super6 mediante la adicion de Ficoll, un
polimero de sacarosa de alto peso molecular que afecta la densidad, viscosidad y la

osmolaridad del medio, estas propiedades permiten un mejor contacto entre anteras y el
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medio, mantienen las condiciones aerobicas, evitando que las anteras y callos se
hundan sino que floten en la superficie generando mayores tasas de embriogénesis

directa y alta frecuencia de plantas verdes.

El Ficoll 400 ha sido utilizado por muchos investigadores para mejorar la
produccion de embriones y regeneracion de plantas verdes en el cultivo in vitro de
anteras de cebada. Kao et al. (1991) reportaron mayor frecuencia de formacion de callos
y embriones y regeneracion de plantas verdes que albinas a partir de anteras de cebada

cuando el medio de induccion contenia Ficoll.

En algunos trabajos se sefiala que el Ficoll inhibe de alguna manera la induccion
de callos a partir de las microsporas (Zhou et al., 1992), sin embargo, en la mayoria de
trabajos coinciden en que el uso de Ficoll incrementa la produccion de callos y el
porcentaje de regeneracion de plantas verdes en trigo (Jones y Petolino, 1988; Zhou et
al., 1992; Trottier et al., 1993) y cebada (Kao, 1981; Kasha, 1989).

Los resultados de este estudio coinciden con lo que mencionan los autores se
obtienen diferencias estadisticas significativas y porcentajes respuestas androgénicas
(Figura 3.3.2 y 3.3.4 y Gréfico 3.3.1), produccién de callos (Cuadro 3.3.1.1, Figura
3.3.1.2 y Grafico 3.3.1.1) y embriones (Cuadro 3.3.2.1, Figura 3.3.2.2 y Gréafico 3.3.2.1)
mayores al utilizar Ficoll que PEG y Gelrite, inclusive en aquellas variedades que se
identificaron como recalcitrantes, estos resultados son atribuidos a las ventajas

reportadas en la literatura sobre el uso de Ficoll.

Sin embargo, el Ficoll tiene el gran inconveniente de ser muy caro, en este
contexto, muchos investigadores han tratado de sustituirlo por otros agentes gelificantes
de bajo costo. Randal et al. (1990) utilizé algunos tipos de gelificantes de bajo costo que

podrian sustituir al Ficoll en medios de induccion para anteras de trigo.

Al igual que estos autores en este estudio se trato de sustituir el agente

gelificante Ficoll con otros gelificantes de menor costo como Gelrite y PEG.
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Se han reportado pocos estudios sobre la utilizacion de PEG un poliéter y Gelrite
un heteropolisacarido, ambos con propiedades gelificantes en cultivo in vitro de anteras

de cebada, sin embargo la literatura indica que podrian ser utilizados.

Liming et al. (1993) reportan que Gelrite resultd ser un reemplazo aceptable para
Ficoll en el medio de induccién para reducir costos y mantener la produccion de
embriones. Sin embargo, Egafia (1995) menciona que en algunos trabajos de cultivo de
anteras en algunos cereales el Gelrite si ha sustituido al Ficoll compensando el costo,
pero se obtienen peores resultados en cuando a la produccion callos y embriones.

Por lo que concierne a PEG, Pullman et al. (2003), en base a evidencias
experimentales en distintas especies reportaron que para el desarrollo de embriones
somaticos maduros se requiere de una fase de acumulacion de reservas en las células
proembriogénicas y sugieren que esta fase se puede activar utilizando PEG y auxinas en

el medio de cultivo in vitro.

Obert et al. (2005) menciond que al utilizar PEG las microsporas de maiz
aumentaban su tamafio siendo esta una sefial de induccion de androgénesis pero no

asegura que estas microsporas después desarrollen estructuras embrionarias.

Almeida (2009) reporto que el PEG en una concentracion del 21% en el medio
de induccién aumenta la osmolaridad en el medio ayudando a mantener un mayor
porcentaje de viabilidad en las microsporas y dandoles mejores condiciones para inducir

androgénesis en maiz.

Los resultados obtenidos de esta investigacion muestran que podria utilizarse
Gelrite para el cultivo in vitro de anteras de cebada como indica Liming et al,
obteniendo resultados en cuanto a la produccion de callos (2.5%) y embriones (1.75%)
para el genotipo androgénico Clipper, pero se afirma lo que indica Egafia que los
resultados no son los mejores en comparacion con el uso de Ficoll (callos 36.25% y

embriones 19.78% variedad Clipper).

Los resultados para la variedad androgénica Clipper (callos 0.75% y embriones
0.25%) también indican que no se debe utilizar PEG como agente gelificante en el
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cultivo de anteras de cebada, a pesar que las anteras muestran respuesta androgénica en
los 15 primeros dias terminan oxidandose en un indice elevado, esto confirma lo que
indica Obert que a pesar que existe sefial de androgénesis no logran desarrollar

estructuras embrionarias.

Los porcentajes bajos de produccién de callos y embriones reportados en este
estudio al suplementar el medio BAC3 con Gelrite y PEG pueden ser atribuidos a la
existencia de condiciones anaerobias en el medio que terminan en la acumulacion de
sustancias toxicas como el etileno o acido lactico que inhiben totalmente la formacién
de callos y de embriones; a pesar que se logra alcanzar la misma consistencia al
manejar concentraciones de Gelrite (0.035%) y PEG (25%) que el Ficoll estos

gelificantes no ofrecen las mismas condiciones.

4.6. Limitaciones de la técnica

4.6.1. Maduracién de callos y embriones.

Lentini et al. (1997) y Szarejko (2003) indican que a los 25-30 dias de induccién
callos y embriones deben formarse y que a los 30 dias deben transferirse al medio de

regeneracion para la fase de diferenciacion.

En esta investigacion, a los 30 dias sobre la superficie de las anteras y sobre
aquellas microsporas que se liberaron al medio se observa la formacién de callos como
indican los autores, sin embargo, los embriones se desarrollan a los 50 dias y
manteniéndolos hasta los 85 dias en el medio de induccion BAC3 suplementado con
Ficoll se aprecia una posible diferenciacion de tallos en las variedades INIAP-Quilotoa
y Clipper (Anexos VIA-VIIA).

Al parecer la fase de induccion tarda mas tiempo que el indicado por Lentini et
al., y Szarejko esto podria deberse a que la metodologia aplicada en sus estudios puede
variar de acuerdo a los genotipos que se utilizan y a las condiciones en que se

desarrollan.
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4.6.2. Regeneracion de Plantas

Fuera de los objetivos de esta investigacién se continto con la metodologia de
regeneracion utilizando los embriones que se lograron obtener de las variedades
INIAP-Quilotoa y Clipper.

Segun Lentini et al. (1997), para esta etapa una combinacion de auxinas y
citoquininas en una proporcion de 1:4 6 1:2 son adecuadas. Las auxinas estimulan el
enraizamiento, mientras que las citoquininas favorecen el desarrollo de brotes, tallos y

hojas.

Como indica Szarejko (2003) y Lentini., et al (1997), los embriones al alcanzar
un tamafio de 2mm de didmetro fueron transferidos al medio de regeneracion BAC3
(Anexo XV) pero no lograron diferenciarse. Sin embargo manteniendo los embriones
por mas tiempo en el medio de induccién, a los 85 dias se observa diferenciacion de
tallos en las variedades INIAP-Quilotoa y Clipper posiblemente a causa de la
proporcion de auxinas—citoquininas 2:1 que favorecen no solamente a la proliferacion
de tejido calloso sino también a la diferenciacion de las células hacia tallos (Hurtado y
Merino, 1987).

En un segundo intento de regeneracién y empleando los tejidos que se formaron
a los 85 dias de induccidn, al ser transferidos al medio de Murashige y Skoog (MS)
adicionado de una proporcion 1:4 de auxinas y citoquininas, condiciones de luz para la
produccion de clorofila, y temperatura de 26+2°C, a los 8 primeros dias muestran
desarrollo de plantulas verdes para la variedad androgénica Clipper, (Anexos VIy VII).

Estos resultados sugieren que la metodologia que los autores Szarejko (2003) y
Lentini et al., (1997) aplicaron para los genotipos en su estudio puede variar para otros,
como en este caso, que se aprecia que la fase de induccion tarda mas tiempo sugiriendo
que los embriones deberian permanecer mas de 50 dias en el medio BAC3 de induccién
para su completo desarrollo y maduracion y transferirse al medio de regeneracion

aproximadamente a los 70-75 dias.
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Es tambien necesario estandarizar la composicion del medio de regeneracion ya
que tanto los componentes del medio BAC3 que indica Szarejko en su metodologia son
practicamente los mismos que los del medio MS solo con algunas modificaciones pero
evidentemente se muestran resultados diferentes, lo cual no indica que el medio
aplicado en un primer intento de regeneracion haya fallado por la composicion, sino

mas bien porque se transfirieron embriones inmaduros.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realizo la presente investigacion y con base en los

resultados obtenidos, se pueden formular las siguientes conclusiones:

e Para manejar el 90% de sobrevivencia de microsporas el nimero maximo de
dias de pre-tratamiento frio 4°C para las variedades de estudio deben ser de 4 a 5
dias.

e Los criterios que se deben manejar al momento de cosechar espigas de cebada en
estado de desarrollo uninucleado medio y tardio son es el estado vegetativo de la
planta Z4.0 y Z4.9 segln la escala de Zadocks y la distancia de 5-6 cm entre la
penultima hoja y la hoja bandera seglin Szarejko (2003).

e De las cinco variedades evaluadas, la variedad Clipper muestra mejor capacidad
androgénica con respecto a la formacién de callos (36.25%) y embriones
(19.78%), con 4 dias de pre-tratamiento frio y al utilizar el medio de induccion
BAC3 suplementado con Ficoll 20%.

e Las variedades INIAP-Cariicapa, INIAP-Quilotoa 2003, Diferencial Emir y
Diferencial 15 de acuerdo a los resultados estadisticos se muestran como

variedades recalcitrantes.

e Los datos analizados estadisticamente en esta investigacion muestran que el
genotipo y los componentes del medio de induccion BAC3, especialmente el
agente gelificante que se utilice influencian notablemente sobre la capacidad

androgénica.
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El polisacérido de sacarosa Ficoll resultd ser més efectivo como agente
gelificante en el medio de induccion BAC3 para el cultivo in vitro de anteras,

que el Gelrite y Polietilenglicol.

Se puede utilizar Gelrite como agente gelificante en el medio de induccion
BAC3 sin embargo se obtienen porcentajes menores de formacién de callos y

embriones que al utilizar Ficoll.
Para cultivo in vitro de anteras de cebada no se debe utilizar como agente
geilificante al Polietilenglicol en el medio de induccion se presenta un elevado

indice de oxidacion en las anteras que conlleva a la inhibicién de androgénesis.

El medio de induccion BAC3 es el adecuado para la induccion de androgénesis

favoreciendo la formacidon de callos y embriones en todos los genotipos.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

En el presente investigacion se observd que las variedades INIAP-Caficapa,
INIAP-Quilotoa 2003, Diferencial Emir, y Diferencial 15 no responden de la
mejor manera a las condiciones planteadas, sin embargo probando una
combinacién de auxinas-citoquininas diferente, o auxinas solas, o la adicion de
carbon activado en el medio de induccion BAC3 se podrian obtener mejores

respuestas androgeénicas y un mayor numero de callos y embriones.

Identificado el genotipo androgénico Clipper y estandarizadas todas las
condiciones para la fase de induccion es importante completar este trabajo
estableciendo la composicion adecuada del medio de regeneracion para obtener
plantas haploides y dobles haploides.

Con las posibles plantulas haploides o dobles haploides obtenidas en la fase de
regeneracion realizar analisis ya sean citologicos para verificar el numero
cromosdmico; o a nivel molecular para evaluar homocigocidad o
heterocigocidad, o finalmente si han logrado duplicar espontaneamente su
namero cromosdmico y llegan a formar granos o semillas evaluar caracteristicas

agrondmicas en campo.

Investigar otros tipos de gelificantes econdmicamente mas rentables que el

Ficoll que favorezcan la produccién de callos y embriones.

Realizar estudios genéticos de variedades de cebada que hayan sido identificadas
como genotipos altamente androgénicos frentes a variedades que se deseen
utilizar para cultivo de anteras, de esta manera se podria predecir el nivel de
respuesta de los genotipos y asi optimizar los recursos para la produccién de

dobles haploides.
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ANEXO |

Cultivo in-vitro de anteras de cebada de la variedad Clipper en medio de induccion BAC3
suplementado con Ficoll

Anteras a los 5 Dias de induccién
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ANEXO 11

Cultivo in-vitro de anteras de cebada de la variedad INIAP-Quilotoa 2003 en medio de induccién
BAC3 suplementado con Ficoll

Anteras a los 5 Dias de induccién
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ANEXO 111

Cultivo in-vitro de anteras de cebada de la variedad INIAP-Caficapa 2003 en medio de induccion
BAC3 suplementado con Ficoll

Anteras a los 5 Dias de induccion
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ANEXO IV

Cultivo in-vitro de anteras de cebada de la variedad diferencial Emir en medio de induccién BAC3
suplementado con Ficoll

Anteras a los 5 Dias de induccién
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ANEXO V

Cultivo in-vitro de anteras de cebada de la variedad diferencial 15 en medio de induccién BAC3
suplementado con Ficoll

Anteras a los 5 Dias de induccion
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ANEXO VI

Variedad Clipper

A. Diferenciacion de tallos a los 85 dias en el medio de induccién BAC3 suplementado con
Ficoll. B. Plantula en el medio de Regeneracion.
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ANEXO VII

Variedad INIAP- Quilotoa 2003

A .Diferenciacion de tallos a los 85 dias en el medio de induccién BAC3 suplementado con Ficoll. B.
Plantula en el medio de regeneracion.
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ANEXO VIII

Numero de dias de pre-tratamiento frio 4°C obtenidos del Analisis de Probabilidades (PROBIT)
para la sobrevivencia de 1 al 99% de microsporas para la variedad diferencial Emir

ANALISIS PROBIT VARIEDAD DIFERENCIAL EMIR
D(:\IAOS) 95% Limites Fiduciales

Probabilidad ' Minimo Maximo
0.01 30.78 29.39260 32.35714
0.02 26.52 25.45941 27.72665
0.03 24.13 23.24052 25.13971
0.04 22.48 21.69913 23.35465
0.05 21.22 20.52059 21.99703
0.06 20.20 19.56767 20.90422
0.07 19.34 18.76833 19.99113
0.08 18.61 18.08009 19.20774
0.09 17.97 17.47586 18.52222
0.10 17.40 16.93731 17.91308
0.15 15.22 14.87605 15.59969
0.20 13.68 13.41457 13.97999
0.25 12.49 12.27205 12.72896
0.30 11.51 11.32534 11.70519
0.35 10.66 10.50927 10.83441
0.40 9.92 9.78503 10.07255
0.45 9.25 9.12751 9.39094
0.50 8.64 8.51946 8.76940
0.55 8.07 7.94830 8.19274
0.60 7.52 7.40413 7.64872
0.65 7.00 6.87840 7.12687
0.70 6.49 6.36281 6.61737
0.75 5.98 5.84821 6.10986
0.80 5.45 5.32282 5.59163
0.85 4.90 4.76870 5.04383
0.90 4.29 4.15182 4.43110
0.91 4.15 4.01510 4.29474
0.92 4.01 3.87163 4.15139
0.93 3.86 3.71976 3.99932
0.94 3.69 3.55713 3.83611
0.95 3.52 3.38027 3.65813
0.96 3.32 3.18364 3.45959
0.97 3.09 2.95746 3.23027
0.98 281 2.68140 2.94888
0.99 242 2.29755 2.55441
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ANEXO IX

Numero de dias de pre-tratamiento frio 4°C obtenidos del Andlisis de Probabilidades (PROBIT)
para la sobrevivencia de 1 al 99% de microsporas para la variedad diferencial 15

ANALISIS PROBIT VARIEDAD DIFERNCIAL 15
T DIAS 95% Limites Fiduciales

(No) Minimo Maximo
0.01 22.94 22.23357 23.71694
0.02 20.51 19.94904 21.13800
0.03 19.11 18.62209 19.64998
0.04 18.12 17.68189 18.60055
0.05 17.35 16.95188 17.78877
0.06 16.72 16.35405 17.12609
0.07 16.19 15.84700 16.56563
0.08 15.73 15.40615 16.07960
0.09 15.32 15.01569 15.65016
0.10 14.95 14.66485 15.26517
0.15 13.52 13.29558 13.77137
0.20 12.48 12.29650 12.69181
0.25 11.66 11.49705 11.83579
0.30 10.96 10.82123 11.11872
0.35 10.35 10.22826 10.49539
0.40 9.81 9.69346 9.93850
0.45 9.31 9.20054 9.43003
0.50 8.84 8.73789 8.95710
0.55 8.40 8.29663 8.50981
0.60 7.97 7.86939 8.07993
0.65 7.55 7.44939 7.65997
0.70 7.13 7.02969 7.24237
0.75 6.71 6.60207 6.81844
0.80 6.26 6.15538 6.37660
0.85 5.78 5.67172 5.89861
0.90 5.23 5.11580 5.34879
0.91 5.10 4.98979 5.22399
0.92 4.97 4.85637 5.09176
0.93 4.83 4.71373 4.95027
0.94 4.68 4.55932 4.79695
0.95 451 4.38933 4.62793
0.96 431 4.19762 443701
0.97 4.09 3.97330 4.21314
0.98 3.81 3.69346 3.93305
0.99 341 3.29168 3.52909
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ANEXO X

Numero de dias de pre-tratamiento frio 4°C obtenidos del Anélisis de Probabilidades (PROBIT)
para la sobrevivencia de 1 al 99% de microsporas para la variedad INIAP-Quilotoa

ANALISIS PROBIT VARIEDAD INIAP- QUILOTOA
Probabilidad I(D’\Il,g\? '9.5% Limites Fi(j’u?iales

Minimo Maximo
0.01 36.06 34.15582 38.25600
0.02 31.21 29.73618 32.91159
0.03 28.48 27.23250 29.91587
0.04 26.59 25.48840 27.84407
0.05 25.14 24.15200 26.26558
0.06 23.97 23.06951 2499312
0.07 22.99 22.16008 23.92855
0.08 22.14 21.37601 23.01416
0.09 21.40 20.68682 22.21318
0.10 20.74 20.07187 21.50076
0.15 18.22 17.71207 18.78870
0.20 16.43 16.03277 16.88292
0.25 15.04 14.71632 15.40614
0.30 13.89 13.62310 14.19391
0.35 1291 12.67897 13.15977
0.40 12.04 11.83953 12.25251
0.45 11.25 11.07571 11.43903
0.50 10.52 10.36721 10.69627
0.55 9.85 9.69901 10.00693
0.60 9.20 9.05934 9.35693
0.65 8.58 8.43820 8.73387
0.70 7.97 7.82602 8.12588
0.75 7.36 7.21214 7.52024
0.80 6.74 6.58266 6.90131
0.85 6.08 5.91595 6.24595
0.90 5.34 5.17042 5.51089
0.91 5.17 5.00472 5.34694
0.92 5.00 4.83065 5.17442
0.93 4.82 4.64616 4.99123
0.94 4.62 4.44836 4.79436
0.95 4.40 4.23295 4.57937
0.96 4.16 3.99307 4.33917
0.97 3.89 3.71662 4.06117
0.98 3.55 3.37841 3.71914
0.99 3.07 2.90653 3.23780
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ANEXO XI

Ndmero de dias de pre-tratamiento frio 4°C obtenidos del Andlisis de Probabilidades (PROBIT)
para la sobrevivencia de 1 al 99% de microsporas para la variedad INIAP-Cafiicapa

ANALISIS PROBIT VARIEDAD INIAP-CARICAPA
PROBABILIDAD DIAS 95 % Limites Fiduciales
e MINIMO MAXIMO
0.01 20.90 20.30170 2155681
0.02 1854 18.07093 19.05865
0.03 17.18 16.78362 17.62684
0.04 16.23 15.87551 16.62163
0.05 15.49 15.17280 15.84681
0.06 14.89 1459804 15.21616
0.07 14.38 14.11339 14.68416
0.08 13.94 13.11339 14.22387
0.09 1356 1331973 13.81800
0.10 1321 12.98571 13.45484
0.15 11.86 11.68739 12.05234
0.20 10.89 10.74565 11.04590
0.25 10.12 9.9558 10.25264
0.30 9.47 9.6403 9.50171
0.35 8.91 8.81194 9.01994
0.40 8.41 8.31587 8.51132
0.45 7.95 7.86045 8.04864
0.50 7.52 7.43482 7.61969
0.55 7.12 7.03075 7.21514
0.60 6.73 6.64142 6.82733
0.65 6.35 6.26065 6.44944
0.70 5.97 5.88212 6.07468
0.75 5.5 5.49856 5.69537
0.80 5.20 5.10018 5.30148
0.85 477 467154 487717
0.90 428 418246 439178
0.91 417 4.07245 4.28205
0.92 4.06 3.95559 4.16597
0.93 3.93 3.83124 4.04200
0.94 3.80 3.69695 3.90792
0.95 3.65 3.54950 3.76047
0.96 3.49 3.38372 3.50435
0.97 3.29 3.19045 3.40020
0.98 3.05 2.95044 3.15832
0.99 2.71 2.60819 2.81164
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ANEXO XIlI

Numero de dias de pre-tratamiento frio 4°C obtenidos del Analisis de Probabilidades (PROBIT)
para la sobrevivencia de 1 al 99% de microsporas para la variedad Clipper

ANALISIS PROBIT VARIEDAD CLIPPER
PROBABILIDAD DIAS 95 % Limites Fiduciales
e MINIMO MAXIMO
0.01 28.56 27.36146 29.92309
0.02 24.95 24.00302 26.00623
0.03 22.89 2208840 23.79234
0.04 21.46 20.74890 22.25261
0.05 20.36 19.71906 21.07437
0.06 19.47 18.88257 20.12112
0.07 18.72 18.17812 19.32112
0.08 18.07 17.56947 18.63209
0.09 17.50 17.03344 18.02701
0.10 17.00 1655431 17.48761
0.15 15.00 14.70777 15.42297
0.20 13.66 13.38535 13.96040
0.25 1257 12.34326 12.81954
0.30 11.66 11.47400 11.87756
0.35 10.89 10.72037 11.06954
0.40 10.19 10.04806 10.35679
0.45 9.57 9.43466 9.71409
0.50 8.90 8.86445 9.12374
0.55 8.44 8.32568 8.57237
0.60 7.92 7.80899 8.04910
0.65 7.42 7.30614 7.54435
0.70 6.93 6.80908 7.04886
0.75 6.30 6.30873 6.55247
0.80 5.91 5.79316 6.04236
0.85 5.37 5.24378 5.49908
0.90 475 4.62467 4.88570
0.91 461 4.48629 4.74828
0.92 4.47 4.34060 4.60341
0.93 431 4.18580 4.44928
0.94 415 401938 4.28329
0.95 3.97 3.83757 410159
0.96 3.76 3.63437 3.89802
0.97 3.53 3.39917 3.66163
0.98 3.24 3.10980 3.36956
0.99 2.83 2.70273 2.95597
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ANEXO XIlI

Formulacion basica de los medios de induccion BAC3, FHG y N6 para Cultivo in vitro de anteras

de cebada.
Medio de Medio de Medio de
Componentes ., Componentes ., Componentes L
del Medio Induccidn del Medio Induccion del Medio Induccion
BAC3 (mg/L) FHG (mg/L) N6 (mg/L)
Macro elementos Macro elementos Macro elementos
KNO; 2.600 KNO; 1.900 KNO; 2.830
NH;NO, 200 NH;NO; 165 NH;NO; -
(NH4),S0, 400 (NH4),S0, - (NH4),S0, 463
KH,PO, 170 KH,PO, 170 KH,PO, 400
NaH,PO, x H,0 150 NaH,PO,4 x H,0 - NaH,PO,4 x H,0 -
CaCy;, x 2H,0 600 CaCy, x 2H,0 440 CaCy, x 2H,0 125.33
MgS0,4 x 7H,0 300 MgS0, x 7H,0 370 MgS0, x 7H,0 90.37
Fuente de Hierro Fuente de Hierro Fuente de Hierro
FeNa,EDTA 40 FeNa,EDTA 375 FeNa,EDTA 37.3
Micro sales Micro sales Micro sales
H3B0; 5 H3B03 6.2 H3B03 1.6
MnS0,x4H,0 5 MnS0,x4H,0 22.3 MnS0,x4H,0 3.3
ZnS0, x 7H,0 2 ZnS0, x 7H,0 8.6 ZnS0,4 x 7H,0 15
Kl 0.8 Kl 0.83 Kl 0.8
Na,MoO, x 2H,0 0.25 Na,Mo0O, x 2H,0 0.25 Na,Mo0O, x 2H,0 -
CuS04x 5H,0 0.025 CuS04x 5H,0 0.025 CuS04x 5H,0 -
CoC1, x 6H,0 0.025 CoC1, x 6H,0 0.025 CoC1, x 6H,0 -
Otros componentes Otros componentes Otros componentes
Inorganicos Inorganicos Inorganicos
KHCO; 50 KHCO; - KHCO; -
AgNO0; 10 AgNO0; - AgNO0; -
Vitaminas Vitaminas Vitaminas
myo-Inositol 2.000 myo-Inositol 100 myo-Inositol -
Piridoxina HCI 0.5 Piridoxina HCI - Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HC1 1 Tiamina HC1 0.4 Tiamina HC1 1
Acido Nicotinico 05 Acido Nicotinico - Acido Nicotinico 0.5
Acido Ascorbico 1 Acido Ascorbico - Acido Ascorbico
Acidos Organicos Acidos Organicos Acidos Organicos
Acido citrico 10 Acido citrico -- Acido citrico --
Acido Piruvico 10 Acido Piruvico - Acido Piruvico -
Carbohidratos Carbohidratos Carbohidratos
Maltosa 60.000 Maltosa 62.000 Sucrosa 90.000
Reguladores de Reguladores de Reguladores de
Crecimiento Crecimiento Crecimiento
NAA 2 BAP 1 TIBA 0.1
BAP 1
Otros componentes Otros componentes Otros componentes
Organicos Organicos Organicos
Caseina Hidrolizada 300 Glutamina 730 Caseina Hidrolizada 500
Ficoll 300.000 Ficoll 200.000 Gelrite 2000
Carbon Activado 5000
pH 6.2 Ph 5.8 pH 5.8




ANEXO X1V

Composicion del medio de induccién BAC3 suplementado con Ficoll, Gelrite y Polietilenglicol

Medio BAC3 Medio BAC3 suplementado Medio BAC3
Componentes del Medio suplementado con Ficoll con Gelrite suplementado con PEG

(mg/L) (mg/L) (mg/L)
Macro elementos
KNO; 2.600 2.600 2.600
NH;NO; 200 200 200
(NH4),S0, 400 400 400
KH,PO, 170 170 170
NaH,PO, x H,0 150 150 150
CaCy, x 2H,0 600 600 600
MgS0,4 x 7H,0 300 300 300
Fuente de Hierro
FeNa,EDTA 40 40 40
Micro sales
HBO3 5 5 5
MnS04x4H,0 5 5 5
ZnS04 x 7H,0 2 2 2
Kl 0.8 0.8 0.8
Na,MoQO, x 2H,0 0.25 0.25 0.25
CuS04x 5H,0 0.025 0.025 0.025
CoC1, x 6H,0 0.025 0.025 0.025
Otros componentes Inorganicos
KHCO; 50 50 50
AgNO; 10 10 10
Vitaminas
myo-Inositol 2.000 2.000 2.000
Piridoxina HCI 0.5 0.5 0.5
Tiamina HC1 1 1 1
Acido Nicotinico 0.5 0.5 0.5
Acido Ascdrbico 1 1 1
Acidos Organicos
Acido citrico 10 10 10
Acido Piruvico 10 10 10
Carbohidratos
Maltosa 60.000 60.000 60.000
Reguladores de Crecimiento
NAA 2 2 2
BAP 1 1 1
Otros componentes Organicos
Caseina Hidrolizada 300 300 300
Agente Gelificante Ficoll 200.000 Gelrite 350 PEG 250.000
pH 6.2 6.2 6.2
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ANEXO XV

Composicién del medio de regeneracion BAC3

Componentes del Medio

Medio de Regeneracion
BAC3 (mg/L)

Macro elementos

KNO; 2.600
NH4NO; 200
(NH4),S0, 400
KH,PO, 170
NaH,PO, x H,0 150
CaCy, x 2H,0 600
MgS0,4 x 7H,0 300
Fuente de Hierro

FeNa,EDTA 40
Micro sales

HBO; 5
MnS0,x4H,0 5
ZnS0, x 7H,0 2
KI 0.8
Na,MoO, x 2H,0 0.25
CuS04x 5H,0 0.025
CoC1, x 6H,0 0.025
Otros componentes

Inorganicos 50
KHCO, 10
AgNO;

Vitaminas

myo-Inositol 100
Piridoxina HCI 0.5
Tiamina HC1 1
Acido Nicotinico 0.5
Acido Ascorbico 1
Acidos Organicos

Acido citrico 10
Acido Piruvico 10
Carbohidratos

Sucrosa 30.000
Reguladores de Crecimiento

IAA 0.5
Kinetina 0.5
Otros componentes Organicos

Caseina Hidrolizada 300
Gelrite 3.000
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