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En ol pmesisnbe trabafz ne abtap o o regoenuereacion Jda

proanton de arroz Onyza Sativa L. var, Moraeles A=83, o partir

de  callog  embriegenicos  jnducidoi  de  explontes lengluudinales
dgol brole apical d plantulas de dos dias crycidaxs on.

condiciones de lux y do oncuridad.

Parn In induceldn de callos E11) usaron . ol acido
2.4=iticlore funaxiachico ' €2:4-D2, seldo
2.4, 5= uriclorolfeonoxiacético €£2,1,5-T), acido
3.8=dicloro=2-matuoxibenzoico (Dicarmbal, acido
i~amina=-3,5,4-wricloruplcolinice {hicloraml zolos v on

combinaclén con benclilaminopurinn (NAT) on o] mMedio bazico Jde
Hurashige-Ckaog.

Loz explanten 2o incubaron en Ja oscuridad  durante o
soemanas y No hicioron cbzservacionas on un astorouomicroscopio
para <Jizvinguir las  diforantes  rospuesLas morfogénican, Se
ebuuvieron dos tipas da  callew, torr  denominador callos
amhrioganicon, de apariencin podular.  compacta Yy Jdo  coelop

amarille » amorillo palido, v los ciallos no smheiogonicon  du

cormimstupcia Crinbln ¥y color blanquecino.

£l andlialsr sntadintico tdonlific: anmo mojor medio paras
1a  wariable influccion de collo de apardoncia ombtiloganica ol
Zo8-D gon o) Lipa  der explinte sbiclado. En write modio sa

chtuve wun promedic do  poarcentafs de ealla smbriogenico  dae

[t §



FPoutariormenley He selecclonaron epLructuras s
-’lrv-'ﬂ.‘lohcln _nn;lwgf;i!?;ﬂ;;l9.1 Y mo subeui(.ivaron #n unh medle <on
.ana ccnc:cm.r-'ml'pn_du Zpinly, man cinetina. mas bidrolizado do
caseiny para prn’n!uvq_r ‘!-1 ra.‘vnﬂrhch‘-n de plontasg.

Hedlante  un analisis estodistico s¢ detormingd qua e}
mujd_r' medio  para .lnduclr callos gque pressatan wl mayor
porlm.ml.a,iw de ra;.emracten de plantas fue ol do DeambarBaP,
Lanto pa;r.'n los v:;nlinn .provontunboa do  axplanles vurdus como
otiolhdss, a pesar doe s mer ol medio mas  efectivo  parna
indusie -_la' Vformaclon do  calles con  oparfuncia  embriogentca.
:E:i porconLaje de reganeracidn du plantas para callos
inducidos de eoxplontes  cotlotadon fTus de  $5.89 5

iy para
cxllon inducidoz do eaplivive vordes de 56833 4.

A .
B¢ gbserva la ragenoracion de plantas vis umbriogenssia
somatica y v¥ia organogénnnis brote~ rajces, fam cuales Cuoron

ogtablesidas on suole saiisfaclorliamenle,

”
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wTRobUCCloN |

Nunttro dc..r J'.\.s munocot-.iln?donons, la Familin FPobcoan
Ceergnles y_j:n.-.:!.o::) oz . 1a de mayor Importancia doblde a s
uzo en 1a alimontacion humana .y animal. Formando parte de
osta familia el arroz. ol malz y ol Lrige zson los coreales
mas  importantes, El arroz. es el cémhulmnt.u principal de la
distis basgica de .160(11 millonuxr de porsonas y o un complomenta
alimenticio del romto do Ia poblacidn jundial <343, Yabido a
xu gran vatop ocondmico y social ze han venfdoe dezavroellando
téenicay ¥ molkodelegianw que permitan ol mojoramiento de outas
ospecins, destacando onLrd wllne, lox programaz du
fitome joramiente tradicional on difgrontes patses won los que
v han oblopnide rozuitades posilivos. Maw r\-clunt.mrmnu:. La
posibilidad Jo la modificacitn genetica de caélulnz vorgolale=
por  mudio d_o la inhgonioria gendtica ¥y vl cultivo doe tejidox
ha obdorto un gran poberscial aplicable a log procramaz do
muoforamionto de lan gramineas,

Ll cultivo in wvilkre doe células o todido vegetalos o
baza on el concepto de totipotanpcialidad  selular, ex  docis
gue laz colulin de ciertus organdsmes (por  ejemplo plaptoazd
capacidad  de  dividirse  y  difepopciaraie an wn

tinpon Lo
luzny Héa vrigoen,

orzantume  multicelular completoe  tgual ol gque

zh o Jes  proporcions un madio e puluive v Maw copdizjores

ndecrundas,



) CULTIVO DbE T[;JIDOS VEULTALES {n vityo

El término cultivoe de tetldos =e apllca ol cultive de
crlulae, te jidos y Arpnnos an l_:ondl.clonus axepticas y
contreladum €353, '

l.os mudles nqu!Livon_ que: 5o utllizan para cultivar
célulax  wvogetalns extan conztituidos  por  sales minerales,
vitaminas, fuentesx de carbone v rogulendoren de crocimionto
Laluvn como auxihas y eltoetnipan.

La mavoria de Jasg técnicas de cultive de  tolide= han
sido  establecldan para plantat de la Clawe UUeoetiledonae, a
partir de  los  ostudior de morfogénesis realizndous por
Muprashige y Skoog on 1942 ocon Ltabaen  (Nicotiana  tiabanem L.
vapr  Wisnconuin 9H), Lun dicibo ":_;l.:llhv'l wpnetaron seivalioday fas
ISEF ALt SO 1Y ATSY) rurspueritas morfogeiicticas OLLegirdi por 1
lnteraccion o auxinaz vy cltosinlnas con eaplantesn do tabacao,
Ellom encontraron fpisr al Luner una concentracion squimoelar de
auxinas ¥ cltocininas e promueve una rapida division celolap
gue conlleva a la Tormacian de tejido inddfercenciada deallol,
mlanteas  que una mayor  eoncontracisn de  cltocininas que  do
Muxifews ftntuco la formasion de brotes v 1o siLuncion itnvoersa,
Ta Tormacidn oo ratees on oxplantes ahe reedalon dee Labaco (343,

eutor uxperimoptoz ¥y medlante ol uko

Tomando cama b

+ de reguladurea

dy difercentos copoentraciones ¥ combinaciom

de arecimivnbo para promover avontos morfogenotices, ha  zidoe



poelble regonerar jn witrg plantas peortoneclontes a distintas
famllina de dicoljleddénoas y con mayores limlt-aclones doe
monocolilodoneas.

Dent.ro da Ricotiledoniws, Ia famllia Solanacoans Lpapi,
tabaco, tomate) sp ha considerades como un ziztemsa modelo dJdo
regoeneracion, dobldo a la Facilidied con quo especies de dicha
ramilla regesnuran plantas completas a partir do  divorsos
tipos de exptantes. Entre otras famillas que también han =ido

regeneradas in yitre =w oncuontran Ja Cruciferae (brécoll.

colliflard, Lo Leguminosao {moyn, alfalra, chilchiaro), Lin
Convalvulncoae C(camoted, la Rosacvaes <{(manzano, almendrol,la
Nugoniaceav (bogoniad, la Cuphorbiacear wohobuonad, y la
Compemitan (orisantemo).

Para Monocotliledonae 1a regeheracion so ha  llevado a
gnbo on eospecios de Lillaceao {ajo, <cobolla), Dromoliacens
<pifal), Agavaccae fLagavel, y Poaceae (calla de azacap, trigo,
malz, arraz) {132,

En wl cawo de las gramineasn, se ha observado que lo
mayoris de sus colulas ostan fislologlcamonte doterminadas de
manera irroveraible on mu  estadio de Jdiferenciacién y su
capacidad totlipotente pars redifuronciarse =h plantas
complotas no =me manifieata aun en condicions i vitro: y por
vllo soh consideradas coma  pecalcitrantes (232, A pesar de
osLe, ze han legradeo regenerar  plantaus  de oxptantes  de
gcraninens utilzando dos  vias morfogendticas distintas que

mon la opgcanogenesis y In ombriogsnesiz somatlica.

i



13) ORGANQUENESIS .

Sa Jdenpamina organogetesis a la formacion de erganos como
reices, 'v.anos y hojlaz a partir de un wexplante cultivado in
v!';g:o. .

En o=to preocome ocurre una Jdondiferuncissidén colular dol
wxplanto origlnal y do acusrdo o las condiciones do cullive
nio formwn nuevos grupos moristomaticos, gquo pundon dor lugar
o bro!.;vs. @  rajces o a ambos.

La reospdezsia morfofondtica uzlts dovorminada por facLoren
fisicldgicos y bioguimicon de coada eaplante on partlcular, es
dnaly Ia utllizacien de un minmo axplnnt;) provonlonte  de
Plantae distintous o diversos 4.:.\[1!-1:\?..05 de  la minma planva

puedsn  dar  Jugar & respues

s merfogenttican tobabment.e
diferuvntos. Les  canblos cualitativen ¥y cuantitallvos Jel

medlo do cullive van o wor Ltambion decisivos  para detorminag

]

in iniciocian de la organegonus

. Estos cambies pueden sor
Ia condenlracion ¥ el tipo doe roagulndor do  crocimiunto, da
los macre vy o= micronutrientes  wmpleador vy doe otras
sustanciag  organlean para desarrollar un detoerminade evento
moy t ngenetico,

t.a e In Lainpuratura, ol foveperiudoe y ol pil sen otros
factares gquu  inducon o Umitan ¢l dezarrolis morfogandtice

ey 2o




) EMBRIOCGENESIS ZSOMATICA

Sa denomina ombricgénesizs momatica o la formacian de
embrionezs a partir do citlulas somaticas, loz cualon tienen la
capacidad de gertinar y producir plantas completas,

Durante exte proceso de decarrolle 50 obsorvo estadios
.morfuléc!cos Lien duefinidos lox  cuales #an han  denominado:
estadiox  globular, de corazon y de torpedo, formandese un
aembri¢n bipalar eon v)] gue =0 pusde distingulr ol eje apice
broto=aplci raiz.

El cuncepto de dque ! embhridon smomdibtico Lbtisne un origoen
unicelular st basia on gque pasa por les  mismos ostadios
morfolégicos que un ommbri4n cligético.

El medio do cultivo junga un papel importante para ol
dosarrollo do o wsibirionoes: somatjcon ¥ = positurior
corminacidén. Sa rviquivre ds dos modioa dJde gultive, ol primero
para la induceliédn de lex calley minbricogonleos en vl cual =n
pana por loa eastadies globalar, do coraszdn y de tarpodo, y el
" meguondo para permitirc  la germinacitdn Y denarrollo de una
nusva planta (11 y 28

iM t.':!.-‘nlo. ombricsenico ttarl rallo Ty acdquiers [:37% o]
puricde inicloet  del cultilvo v golheralaente 2o pootenlia con
nivelns altouw de eoguliviores de croecimlenta,  slendo el mas

ytilizade o 24-D (30X Ouro factor que afecta ol denaeralle

1




‘d embrionen :mm.‘;l-icas @13 una oamolarided alta del medio dJde
cultivo <302,

La propagacién d¢ plantaz por smbriogonnuis somatica ez
\n;lnl.n_jo:.'a =i o conxidara mu origon celular, ya quo wl rinsgo
do obtenur una planta quimoeras ez mindmoe, uxprosandosne en toda
la planta Jas caracterinticas goenoeticps dessablo=, on cambio
por regeneracion brete-ralz, se oblienen plantns quimeras ya
que sy origen o multicelular, on la organizacion de nuoveoz

maristemos {39,
4? TRANSFERENGIA DL OENCS A PLANTAS

Las técnicas do cullive da tejidos han rmido utllizadan

ampliamente para ¢bLener plantas trannformidas mediantse el

e (Smith v Townsend?

uso d¢ capan e Agrabasteriem Naamef
{Conn.y gue wix ol agente faunal de e agalla de Ja corona.
Picha wnfermedad vogotal afectn a uh gran Wwawero de plantas
dicotiledoncas, gimpoezpormas y  algunas monoceliledéneax, no
carazstoprlza  por una prolferacian  doe edlulaz con aspocto
tumoral qun Zo preasonta comunmonte on la union del tallo ¥y fa

rara. Esto ccurre cuande la planta sufre und heridi por ddaflo

sterium.

macanico {inseglos, viento? y &= infeoctada por Agrab
Er 1247 Armin € Draun cuitivd por primera vez ol tejldo
Ltumaral de In agadla de la corona on un moedio doe culliva

Compuirtzte molamenta do Lacaloa y =zalen inorganfcans, ¥

encuntrad  fque  dicho  tejide tiene Ia propledad  de  croecer




lndnfir.:idamnn.t.o, Y dlforcnch; de laa  calulaz normales, las
cualex requieren do la preosencia de hormonas vogotales talua

como laz citocininaz y lax  suxinast  paprn poder  areeer  in

vitrn. Mraun cancluyd  gque la=n célulasz Lumoraten fuoron
transfaormadas dur manura pormancnte por

Agrobacterjum tumnfacionss, ¥ propuso que T bactoria

introduce dae alguha forma un princlpio do induecion de tumor
on lasg célulhawt vegotalesz, ya que wuna vez formade el tumor,
la= células transformadas no requioren de Ia bacteria para
crucer on ausvheln do hormonas vogetales (f.

Ea 1974, Jeff Schell, Harc Yan Montagu ¥y colaboradores
o la Universidad de Oanbte ohnentraren que o) principle d=
induccion do tumorez oz un niwgaplismide locnlizado on Ins

copoan virulontay do Apprchactarium tumnfaci=nemg, ol cuasl poseo

luos gonez requerides para s Lumorogénesia (97 vy 5322,

byrante 1o dnduccian dol tumor un Logmunlo espoecifico

unl plasmido 71, donominado ALR-T CADN Lransfaerido), e

Tlearre v ge wipresa de manera fungional wna Ve gue Se ha
Intoperado on ol ADN pucloar do sdlulas vegetales. FEn o] ADNST
e whtiUenLIan lua gones uo codifican pars la bloaintezis  doe

cponsables de

lasz eflocininas p de lam awuxdneern, Y que son
la dnttependencia hormenal  de Lz cdluban transfoemadas oy
casa directa do la formacion du low tumores

Thamandn eomo basa wl Prlasiigo TI der

pdgnm umaiaciens, que oz on xintama patural e

L

Lranufarehcia cutidlica hl planta-=, $ie sida pusible Ia



con:u.ruc;:ion 1lo pl.\::mldn.ﬂ o  vectoren npo  oncoconiecon, En
dicthion vectoros sa  hin eliminado o= ghnes del ADN-T
reaponuables de  la  formocién do  tumores, mantoniends  lus
sehalest que 1o oLorgan mu  vapacidad do  transferir ADN ol
RUonama de célulan voegolales, Con lox quo " poslble
transfermar células qua pusden =mor regeabersdas ot plantas
completas C14).

Parn  poder expresar gones eoxtralioz on las plantas {ue
necesario gonsbruls genes qulmoeta con sefales que rogulan lis
Lranseripeion, funcieonnles on plantas, fusiopados a la parte
watructural do un gone extralio {por ejomplo do  origon
bacterinno?.

En le= primapros genen quimerds constialdos Se utilizaron
maraadores de  Seleccian  dominaptos de crigen bagteriono,

- .
talez como ol son yue cuvﬁu’{cu para la aminoglicosido
fopfolran=fern:n tipo 1 G conf it rosistuncia a
antibidticos aminoglicosadan Lados cone in fanamicina, I
neomicina. L gentamicinn, ete. Debide & s onlos genvs son
funcionales en adlulas veogelales ha sido pasible la obtencion
rlor plantas transformandas Ccon rosizloncia ~ dilchng

antibiétice=s) utilizando  les taapicas do cultive Jdn Laliden

et O3, 1ef oy 1T,

ha dempontials Qo an L0 planvas  Lranslovinaias Jdue

oSt manera, L informacidén gonnticn ©ws 0

Lly  y  mw

Lrnnzmite o 1o progenie comportandose como uan fantor simple

de  nogreigacian mondualiang,  Jo o cuad haoe posible sa uso en



programas  da fitome joramionts (192, FRecientomonts =mo  han

logpradoe  obtoner worlododes duo plantags rdslstnnbou ”n

Inuoctos.a virus ¥y o  harbicidas  unilzando exta bkechologia

€3G,

Modianta o! uxe do Léshicas de  cultive do  tojidos  du

gromineas ¥ el cocultivo [=1-11 cup}\s quimecas do

Anrghactativum  tumoelaciens  rasulta  dificll  poder  tbtranzforir

sonesy a dithas plantan, dobide o law barroras anatémicas vy

flujologicas quo azte grupe do plantas presenta. Es vntonces

nocrsasieo I basguodn  de mcbkodelogiam maz aficienten dn

regeneragion de  plantasz  gque permilan pasteariormuriba 1a

aplicacion do laxz  Lécodcay  de  Ingenivria GQendljca o ostox

cuwltivoar,
ton base en lo antordormonte moncionade xu plantes ol

riguionts objetivo:

Conotor Jas condiciones pora regooerar plantam do arroez

a partir de callos induchdon oh explantes longitudinales  doel

broave spicall

Dicho =zimtoma, uni v esbablocido dorvirs de base para

vstaplecar o metodologia  requurida para podur afegtuar  la

transformecidn gendlica de gramipvas can Cepas  pumera de

Agrobagterpun Lumefneionwe.




ANTECEDENTES

a2 TANONOMIA
Reine Plantao
Subreinoe Embryobionta
Mvinian Trazhrophyts
Subdivizién Spermatophvting
Clawe Angloopermopuida
Subriase Monecotyvledonidae
Gedarnr Oraminnlas
Familja Popceao
Subfamilla {'oideae
Tribu Oryzeoo
Gonaroe Opyma
L=zpucio mobtbvae (31
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b) GENERALIDADTS hE USA PLANTA DB AKROZ

El Aarraos es uca planta anual, que posen un sizbemna

eficieonte de conduccién do aire de lne hojas a la rolz, lo

cus hacu posible EAT) adaptaosian’  a diforantng thodios

amiriontes, So culidva douda clifmns frioa on Foam Al

montafiag, o Areas huamodazs p hastLh oo roglones duesartiess,

Adoemie tionoe una pren adaptabilidad A condicionoas e roaclon

salinos, Acidou y alocalinos (342,

Pajo copdiclones apropladag, dns planta puode  dar lugar

a la formasidn do un hae de Lallos, loa cwdes nan orecto=:,

huvcar y ostan provistos Jde nodon, Do godin Godo raale uha



“waina - foliar qun' onvunlvu ‘ol unLrnnodo Inmadim..unont.u._"

suporior, I..n:z hojns son unoalon,ry l.\r:nﬂ y o.n.:m un.ld:m a

13 valna rolinr on el nudo 3.

_El ais!.om.'\-ra:til:t:lér ' ribl-o::-"u.'_,ét.'.'u:'o.'un..-‘ij :i:i‘iz'“s_nmh;mll
uo dusp.uos. . sakh dosplam;l:-._"" por g-:;h.-.os ndvoﬁi.iciai
secundarias  quo nacen dui node rn.‘...s i:aJ.o '.,do:l_ALAUQ <10), ; _7

Lo inflorescencln es una panicula- .-LorrAn.inal_' que . Llone do
U0 o SO0 explgns formndas e¢adno uﬁldad:.pc;r dos lommasx
efitérilez, la raquilla y ol florot, #4sto ingluye la lemma, la
palea ¥ la fler encderrada, En ¢ada esplga %e prosxents una
flor hermafrodita cen 6 osbambres y un piseilo €10, 26 y 33>

El gpranco ax un cartdpzide en ol cudl una sola semilla
rsua fuiionada o la pared del ovario. El grone ezata formado
par; -3 una valna que gonsizlo da don hojay  meodiffcodas
domma y palend) cuynz colulay mon altaments  Ugnifieadas; b
la cibierta del caridpside fermada peor 3 diforenton capiw de
célulan qua sSon pericarpio, cubioprta de la zomilla 3y nucoelo,
¢} epdoupermo formado por unit capa oxtorna  llamasila aleurcna
que o rica on fduforo, magnesio vy potaslo, ¥ ol ondospermoa
almidoneso compuast.o por gEran cantidad o colulan
paronguimatosas rclean en granuloa de almidon vy algunos

quuTpox proleicos vy dY ¢l embrisn que Se oncuentra wn la

parto ventral del cartédpmide ¥ weubd formado por e plosnula,
ln radigula y ol mugocotila {102,

¥l dezarrello de una planbta de arrez  comprends Lroa




fazon, s primepa Jlamada  vegeLativa que ni-.'.nr\:a donde la
'g'urmln.-n::lml de la plantn hasta Ia_ infclacidn Jdo  In p&micula,
la sSegunda o wstade repreductivo gue va desde lo indclacion
d-o. In panlcula o la floracion y !a torcera o Troso  de
maduragion quo comprends dvude €19 flopracién haxtn o
maduracion do las somillag €103,

Cud.a fano sa distingus por comprundar un extado
fis.lolégico diforente de la plantuta,

In Ja faze vegetativa la semilla goerming, umvegionda  La
radicula o pai= neminal a  traves de  la coluorriza. Se
dezarrollan laz hojnz, lovandosoe o cabo muediante divisionos
‘ceidlares  poriclinales que ocurren wn los  ladow do  la zona
que comprende o! meristomo spical. Evton odlulaz forman una
protuboeranzia fque ez conocida como bnatie loliar a partir de la
cunl zo desarrollara la hejfa, formandauve pricro vl limbs vy
rounteriorminte lo que oo lo vaina, Exta protuberancia ereda
latwralmoents ¥y wnciorra el 62, croeciomsde Al misma tiempo
haeia arriban & paplic de las céjulas ipletoles,  donominandato
4 wz2bo bLife do crecimionto  apieal. Ol crocimiento  de  loy
bordes constituye ol crechtmicnto manginal. Ambos grecimiontos
duran poco, detorminandesoe posterviocmants el crocimivntg  do

dol primerdio. Pespues de giae el primoerdico

I Beja o la ba
do haojn ha wacorrade ol ofe, laxn cdlnlas Jdol domn apical dol
lado de &bajisx 3y opunsle conmitnIin A dividirso para fornne un

nuevo primordio e bagja €122,



l.as hojas =no denarrcilan sparevciends una cada Lres o
cuabro dias, on la Caso inicial

£l amaceollomionto o dexarrollo dna hijuoclos comienz=n en
puta  olapn, on .ol cual o} primor hijuslo =ze producira =x
partlr del brote axilar on unoe do lox noder may bajos, Una
voz formados les primorss amacollo=, sn  forman amoncollos=
sncundnrtos. ¥ postoriormente terelarieos hoasta que la planta
alcanza su maximo estado Jde erccimiconta,

El esladoe ruproductive comionza antes o dospues  dol
maxiino estado do amaecllo, dependiondo de la variodad y el
medio omblonte. En este ostadie el primerdio do la panicula
s h.:- difurenclado y legn a aer visible . La iniciacien de
ln  paniculn ocurre wewn el tallo principal ¥y a partir de la
zona del domo apical, Durante ol dozarrollo de la panicula
1o onpigas son vioibloa. La aulLopolinizucion v la

fortilizacion ocurren un o] estado reoproduntivo,

En ol ostado da maduracion principia ol derarrolle  del
frano, primeramente Suo observa un outado lwchoso, oo ol gue
ol  eontwnido dol caridpside wa  acuokso y  dospudn adgulore
conslztaoncia lechos=a, posteriormonto pasa a un axtaado
pastone,. an ul quan ia porcion lschomina admlors [N
consistoncla dura, vy finalmente el axtado doe modduzex. en el
cual la panteula cambia de color vorda o amarille. Lem granos

son amarillea y durog, en oste tlampo ocurre  la senefconcia

do L ultima hoja incgluyonda la hofa boanviera €103,



) MEDIO DE CULTIVO PARA CELULAS VEGETALES

Los constitwentos de up medio de cultivae para eslulan vy
l.éj'ldus vogetalen incluyen:
1.~ Salesm inorganicas:

Las cdlulig vogutalog on cregindento ruquloron il
ouminlstiro continuo do wmalez jnsrgonicas, algunas de oilas =e
utilizan en  conkidades rolativoments grandes denaminaday
macronulriontes, y otraa por ¢! contrario zson pogqueridas en
zantldades menares llamaians micronutriontou,

Panbro de lozx mactronubrientes la fusnte do nitirdgone oz
aportada oen ferma  de  nitratos yrso  amondo, y en  ciertax
gcanjonoes =i uLiliz=an lo= aminaicidos. El azulry Y vl

moghesio son suministraden  por, r.\l.’ M5O vl fozforo o

4
ivifciona en forma deo r.'anzr-o“ o h1l2!‘0_‘. ol  potagio os
encuntrado ey KCL. KP-‘O:'. b4 KHZT‘OA. vl calcio ox odiclonodo un
farma Jdo Gull, o CaiNO 0,

Loz nicronutricntes ulillzados on el medio de  gultive
suan cobiro on forma oo Ctﬁ(\.‘. cing adicionado como ZhSO_‘.
mangatiesoe sumirdstrado comn Mnso.‘. borae oo ":1““3' molibdeno

Comd .‘i:-al‘-lul‘.)". coliall.e como (:r.(‘.i? ¥y hisrpre gun ususdmente os

afadile e forma aquelatads ern RhTa, P Tacilibar —<u
disiposieddty s el ealie o i erpentaess anboryedos de BN

2= Cotnpriestoon wrgaanlens!

FTE I S PRYSTTY vitiaminae:  aclunn como cofactopon wry
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gistomas  encimatices,  Se cansidera que ta ‘tlamina Avitaniing
131) «a  swuensial on icu._tt.tvo' “sfn  beifdaw LD witro pars wl
croagimionto do  célilnz  vegelales.  ODtLeas .vitaminos coms ol

ctde nisotinfco |y la plrtdoxing tamblen” puedin  eubimulac. ol

crol:‘lmlur.l!.u.

b>» Aminoacidos;: Con  excapeidn do " la é:iimna. '-lon_ amih;:aciﬁoa
no won adictonsdaz pormalmenbs m_'deio éln, cultjvae 1 y a0,

CEn algunoz camog oil  suministro ‘da  misrtos  aminoacidus

faverocs ol Lipo de rospussta del nmlaﬂm.o, cams sucodes on la

rroduecisn de ombriohes somdtices dy malz <on 1a adicion do
prolina 42,

&) Cuarbohidrates: La adicien de waa fuvnte de carbono  af

mudlo  doe  cultive  de  Leofldez e neco®arin,  ya gus  pochs
célulan vegeinlen que xe desarrollin i vilre son capoces du

creoer  on aunenchks de wna fuentbe de carbuno vy enovgiag

mantonidndeso por ny prepia fijacion de GO, v gunecasién de
P4

enorpia por Tobesintosiz,

L NOGAroN coenutituye | 5% fuontoe da carbono maAsi

utitizada,  aungue tambien =z unan monosachiaidos come b

glucosa, In fructonn ¥y Ia galactusa.

d? Extractos naturalos: Cuando Jos  compaoziton quimisamentoe

dafinddes dal metds Callap oo Ja industion <o uns peeSpigasts

fivioiogica non utilizados NLracLon st alars Camo
hldrpltende de  easolans, nstraclo da  luvadura,

usxtracto e

malta., wspdosperma Hguide de cocn gque apordtan al padio



diversos . compunsiLos cgmo' hormmonas, ‘mMbrdgune, '=:$le3
minerotes, vlt.uminx;s. eLc, .
3.~ Ago.n!.us' ,-g_a].;lf_tr.;nnt'.us'. Los tajides vegovtales nocesitan ﬁn
soporLe on ‘@l medio’ do cultiva quo los fucitite = lu
" dispesicion - de lox nutrientes, dantro de las-.cu.s.lus o
_I)Vn;:.uont.rm‘ ol agar, ln ngnroﬁa y ol gelriteo,

‘d~ pH: El ereclmiento de ceéjulas vogetales jn wltre vy la
disponiblilidad de . los nutriontoes dmsl  medio para dichao
célulng depende dol pit del misme. Generaimenloe on cultiva doe
vajidon el pH vz ajustade entre B ¢y 6, con KOH, NaOH parw
alealinizar v HCL para acidificar €11 » 302, .
5.~ Hormonnz y reguladores dol erecimionto vegotul

L1 crecimiente ¥ dusarrollo de una planta a#% un procesn
ue =9 opcuonlrn artrictbamehle rogulado por mtanal g
UMicas que van f# astivar o leprinur delorminedos  procosos
fisiologicos., Lam hormonpng wvoegotales son agentos  ingpotrtantoes
quUe van & actubr oh eztos proceses.

Una hormeoena vegotal fno Jdeline  como una suaxlLancia
organica gque s=o forma on ciertas Tornas de s planta y  quo
aGctviia wn 2andes dislintas a su origon.  bhduciende  respucstan
fizlolégicas y merfologicns, Dichoz compuontosn timbidén punden
ner activos on log sitios donde fuoroen originoadas, po1r b ques
ein ¢l Sentido egstricta he  sob oqulvalenptes: a0 e halrohes
animalus, y peor 1o Lanpto g0 s dunomina roguladopes de

croclmliente, mas Que hormened. Adomag de loeu compuestoas quue



xon sintetizadon on ins plantaz, oxists un Erupo e

compuonblos fquimico® zintoticos quo indugen respusstan

analegla  tambion

fixlolégicis similares, y a las cuales  por
uo leem ha denominads roegulsdores de crecimionto.

Loz reguladorus de crocimiento moe clasifican on:

Auxinam
citocininne
giborelinax
otilons
inldbidores €23}

AUXINAS
E]l primar tipo de hormona vegotal descublerte fusron lam

auxinas. Se doesignaron coama compuvstos qus Liunton ia

‘propicdad de promovor la cuwrvatura en coleoptile de avana. En
104158 A J. Haagon=-Smit ¥ col. reportaron al acido

indelncotico gemoe Jla auxina gque fse preszontaba en e mavortas

dn lag planbder,

L.as auxinag =zo dividen on 5 grupox de acusrds con au

axtruclura quimleh;

Acidos indoticos: acido indol=3=~nchtico, Acido

indol=propionico , ¥y acldo fndol=lutirico, Eualon ditimes o

vrcuentran haturalmente soelu un algunas expecios vugablales,

Acidoz naftalénicos: sAcido naf tatoen sortice,  acido

mmftoxi-aealico.

Achdaz Tfenoxi~acoticow: anide Zotediclorofonoaiicotico,

tu



Acido - 2.4 ,8-triglorofunoxiacético, ’ acido

2-metil-i-gleroefenoxdaocoticw, .

Aéldos . _!. enhzoleog: ﬁqldo 2.-\.6fl-rlclc-robw‘1=ctco, acldo
2,3,6=vriclorobenzoliga. ) Acido . 2rmotoxi=3 é-~diclorobonzalco.

Acidon T o picolinico=: o © acido
d-aminu-ﬂ.'.'i.b-l._!jicl;:)ropicnllnicu. 7

LDQ \':lhirru.!é cuat.ro .crupos ﬁon. ur.u.‘.u(-nt.rnn daonttro de la%
.'n.xrdnas sinteticas €233, .

Lar auxionsz Intaorvienen en »l ularg.amlant.o do 1la pored
i celular, h.:u:iondo. que - Fo Vru_lnjon laz gpapas do flbpillas  de
colu_iqén ¥ permitiondo quu =¢ agregoen hRuevas. A fdvel

molecular activan la zsintesis do RYA y proleinas (7).

CITOIININASG

El doscubrimisnte de las ‘ElLb.c.inih:\s ocurrtid o 1059
cuande Hillar ¥ colaboratores alctairon una sustuncla llamada
cipvlina CO=furfurilaminopurina?  Jdoe una Muestra de DNA do
snparma de arenque,.  Dicha syustoancia  promucve I divixidn
celular de aallos da taboco creaidos en cultives i witeo
2z,

Pogturiorment.ec e Lun sintetizado otran cltocininas como

& boencilaminspuring a buenaiiadeninm, b’

totrah' capiranilboencitadaninag. Otras

bAanclan qur prodacen
vfaeten Timtoltgicos y morfolédgicon similares i lam

citoeininag, =o  hin  encontrade on farmp natural  on las




plantay " comw la o dimot.“all!.'\mh;opuz;tmr .o
2-];.opnn!-ls!.'liladonirm Fz .iP) . L y . . 1o
ﬁ(.-l-hl.droxl-:'l-mout-but.fz-onl_l)-mnlnupurin;'\'. que o adsle doll
male v e 1o Vdonoml.nda zua\.!na. Todax |l cltogindnas  wson
derivndes do la adenina €483, '

‘Lan of t.'ncinlnas _Lluﬁan orm:t.u‘. en la formacion doe organes
wn t.d-_jldas- culLivadas_ in _Gitgo. aon o) alargamiente ¥ vn Ia
division scelular, on ln'. provancion de la gonezcencla y en la

induccion do la fleracién L7,
o) CULTIVO DE TEJ]I'JOS_DE GR‘A.‘U.‘!‘EAS

En lus corealrs y wvn los paston  la reguncracion de
pl;nl-a.s— complotaz que provienon de calle puodsr ccurrir En Jou
mannras diferentes, wvia morfogénexiz brote-patz, on . gue
lasr cdlulus E organdzan Jdundo lugar £ entryctapayg
meristomaticay que =xoe desarrollaran on Lrotes v Lt cuale
postericrmento DroduciTan Tilleni; b3 via vwinbrlaptnomis
zomdtica, proseso per el cual las cdlulen 2o orgonzan on
eztructyuras muy  similarey  w ombrizpnoes o o pactis do laws
cualow una planta Se degarrolinra zin baber pazado por Ly
unten de dom calulas noxaales (323,

D han  reaslizadoe  oesludicsz  t-atamdds de enoconbear Lo

Bonas o expdantoes de las groamioneas q@us pusdan divichese v

iferenciarse  in wvitro. Fao ool omods Soe o mayt Lo colbivay.



Stfl|ncn U0, se La reporblado que miolo recponden los .uxpli\nl..t-:s
ey prm.;l.utmn du b parte banmal dul gilindro de hojax de la
zonad mas  corcann al  domo apical del lnortntbmo, al  zer
cultivados on ¢l medie de Green y Phillipn con 2 ma;/l.d-
2.440 para promaver la Tormacion do  callo (453

Resultados similarox e PregSenLan on el BOrLo.
Sayrghum bigolor .o Moupch var., a gaz 483, on
Lolium multificorum Lam €192, ¥ ol Lrige, Triticum swentjyam L,
cultivap “onith (53>, para los cualan al cultivar
lox explanbles due hojas do diforenton estadics de dezarrollo
(plantulns  de  difeprente odad), se endenplrd que zdlo  Atoas
coercanas  al meristemo de  plantulag  jovonns  wmon  capaces  du
prelifterar y formar callowu,

Dicho gpradiette Jdoe diferensiazion s«< ha abildsads on la
mayoria  de  les oenrealer v lonnt pasmtos pasa promover L
formacion de callon de explantes doe la parte  basal  de las
hojan vy posteriotmonte una respuosts Lanto combriogénjsa como
orgahoganica,

En Ia cafia e szucar, Coochornum  officinoanim L clonea

63=310LF, mo cultgwegon evplintos  Lpransversalesz  Jde sogmontos

e hoja dosde 1o parte trasial hasta les 8 em on medio M3 con

18 8 ALY (L TR

e prociiaienta,

whOLRES qun 1o
wxplontos  repredtan al medio Farmandda 3 Gpor diforentae de
ciellos, ol primera 1taado alle emnbriogenico cuyw

conzinLlanein [Ty LY [LITTRHY v cathphctd, farmada por aélulas

[
T



pnquqi‘ials ¥ con alto contehlde citoplasmatico, wl zavgundo wra
un ealto sUAVO, friablo, tran=ldcidao, cuyas: ed)ulan o
proscentaban alargadas, dnnom_innda callo no ambriogenlce ¥y un
torcer tipe do calle, lamade mucitaginoso que se proscentaba
con colulas altamonte diztocindas. So nncontré qUe a
c.r.mcun&racidn aptima do 2Z24=D poara la Tormacidn de  callo
ombriogénico fuo do 05 a 1.5 mgsl. El ugoe de picloram 01 a
& mgsld) o de Acido naftalenacabtico U megsld +  2.4-D (4230
mgsly  + bLonclladenina 0.8 mgsld, dieo poce roesultado wn  la
{nducesiadn Jo callos vmhpridgenicon, [re loz collos
ombriogénicos %o dezarrollaren  ofitructuriyd muy  parcvcidas o
ambriones vurdoderos con ascutelo, colvoplile y  coloorricas.
e porminaron cuando se Lransfimeron o maealle =on o sin
0.0u2-0.02 mesl de moating o 1 mgsl de actdo giterellco €2,

n ol arroz, QOryra pativa L. al gtilizar  eoxplontes

transvorsalea do  la z=ona dol brote apleal do s variododos
S8, o7, MO, ©C6 y Chila Nan B8 y al cultivarlos on modia NO6 con
-2 mgsl de 2.4-D 5o ohbmerva la formacian  de estrucbturas
slohulares y cempacbnz LriS 1) ol nor =ubcult.jvadaes a raonilo
recducido en 244-D o con 01 mgsl de Acado partalrnscation #
0L mgel do  elhetina  rogencran plantam via embriccdnusis

seieatden. Bl poarcentajs do farmacion de dichas estructur an

wer bajo y wvaria con La vacivdaed 3 CiFD.

fara murge, LDorghoem o <L) Moonch wvar, O 8522 =e

intelaron eatllug do la poarts bapal de la hojasa on madlo MG

L
s



con 1=3 m.g/l. do 2.-|-h. N0 obituvo Inrrogt.)nc"l"nclﬂn do brotes y
plontas  ceando  loy callox  eran !.rnnzzfo.rldcs u modio MS sl.n
Aukinag. .L-n . formacién . de o::t.;‘uct.urhs. ‘glubuiéron ro llevé a
cabo cunndo ol callo me. Lransforin  a- modio con 0.8 mgs1 do
#4-b ¥ la gorminacien do las m!sr!.\-ns ‘on’ un. medio ﬁon 04 mgsl

de clnetino €470

Exporimontande con 2t “vaplodzrndus *:dlfo‘r‘nn.t,os‘ .de trigo
TIriticum apestivum L. - oe nm:ﬁml.n; que " ia regpursita  dol
explante a Ias a\uxin:.ls par.jl..' Iu fén'rm'a'.c.lén da callo os
depondiontes  dol gwnnt.lpn.. wh ._ilquo. cd:\hd&_ fe utiliza  un
kradlonte de hoja. .l.n-s‘-;:olulns que - wionen dol'merlsl.amo'y que
van formando part.o. de la ho ja pl;;rdon s#u  totipoteoncialidad v
la veolocidad con que 6ta seurra depondn do 1n variedad usida
€503, A

Lo regeanracion de pla.nbu;- poi embricgonngisz somatich o
partir de oxplantus de In mona del meristemo apical e ha
ropartade para  la  cebada flopdeym  vulpare L., cultivares
Slovoenag, Alkar, Dokol, b4 Robur, wncontriandoske uw loss
roguladorus como 2,4-D y 24,57 =salos o en combinbaciéon con
bonciladenina inducen  Ia formacidm de callo son patuncial
ombriogénica. I mayer porcentaje e calio embriogeenico s
abzarve cuamndo loz explantes soe cuftivaron en medio M5 0 Lo
conzentracidn Jde VU wM o de 20D+ 32 LM e bonati b benibege,
T M do 2,.-D + 44 M o de bebciloadeninn. T0 M e 245-T

44 oM de boancitalontna, M3 M e 2,4.5-T + 22 .M de



henciladenino. Fuo.poelihln Dbbul\'t‘l‘ Lo I"|!‘Q_‘l|u-|‘-'n.'.‘hfllll e platibas
o parhi_r de #mtos gallos cuamde o ::ul'_.-cult.iv:-l'uul t..nn mudh.:_ win
’ reguladores deo Cracimi-.nl-o o : CDTII 3 (¥l c..l-!_ Achdo
2,3.85-trilodobunrolce €293, -

A  pariir  do  explantos longitudipaleas de la  =ona .dq-l
mariztome apical de trige, Trojtleum .,_rr:ﬂ-ivl!m L., crecidoa on
modio HS cocn 2 mé/l de 2,4*D, feo han indeindo cultivou do
eallus que ol sor subcultivados en un medio min hormonazs  zen
induecido= para la preliforacidn do brotes (Gi).

Al utilizar diforentes Lipos de oxplintes do  plantulas
don ¥ dias de cebada Hopdeum vulgare L, cultivoares Himalavie y
Ak'kl-.. para 1a induccidn de callo, fzo obfSiervd que parna Akka ot
comparar ol medio D3 con ol MS @e obtenia un 40 ¥ mazs deo
produceién de calle en ol B3 y qure la formacion da galle ora
Lajas cuande eran  inducidon  de mogecotlle., brote am.c.nl v
vadna de la hoja, y alta cuando preovenian de ralz, embrionans
inmadurcz vy ombriofpoesz madurous La atildsecisn do 2,410 a I
concontracien de 1 wmgsl de 20D dndirce el dozmarrollo de

enllo. La repgoti

acion  de  Ptrotes courrio sLalo Jdo cadlon
provenivntes de vinbrienes inmaduro:s.
Loen difersntes  tipons de eoxplantes ol cultisvar Akka oy

ol

nnte ol moectstemo de Himalava se cultivaron on medio BI
Yy e omadin G2 Chong-Smithy, Pare ul cultivar  Akka 1
formaciton do calln lnduzide de merlstemo Tao mejor en moedio

NS v para llimalaoya un madio CE0 Lons callon inducidos  de

[
wr



embriones inmaduros do Akka crucioron mo_jo;- on 0T y lon do
embriones ﬂl:-tluror: en OS5, Las ratces dol cultivar Akkn no
f‘orlunrwn cnllos on CS v =t hubo.formacion on BS {9,

La utilizaciéon de ombtionss  inmaduros como  fuente do
cwpi.m!.p para  la inpduczion de callos ne ha reporiodo pora
trigo, JFrjtictm agrstivan L cultivares FProtd-Conturk y Helge
utidzandoe moedic MS eon 45 My 138 UM de Z24=D, La
rogeneracion via eombriogénesizs somatich ¥y orconogdnosis so
pretonta on madio con 0A5 LM do 24+D melo o muplementado
con 23 gm de aclnstina (3217,

Parn el male, e mays L, oal ul.u_i:nr 11 cultivares
diferentey se repurtd gque la concentradion de auxiha (026=2
mgsl de Z.4-DD? utillzaeds on ol medio dn cultivo (M5 5o toenia
influencia ofn la  cantidad 3 en  la  calidad de  los callos
embriogénicos farmados o parsir  de embriopnes inmadures. C1
efccto  dol  maedio  de  cultive an s produaccien Je  callos
ambriogénicos  zsin refleda en 1o concentrocién  de  macatrosia
utiil=ada. L  organizacion  do vmbriane=s oour e cuardo so
adiciona ol nedio enlre 6 y 12 ¥ do sacaroxa (20D,

En o) Lriticale, ToiLinose

Vit Lmack Unons 103b,
139111, 13791, ¥y 14001, =e indujs la embriogoneuiss somdtica de
callon proverdentoes Jdo  la region  sucubelar de oxplanboes de
vinbpione s  lhmaduares, Lo cohdiaion aptima para el desarrolle
embriogonica fuer an ol medio Kao suplumentado coh L=prolifes,

L=alanina.  L-glut.amice, Lk-arginina y 3¢ M do 24-0 y wunn




‘lonrn.ud dul ombrien nn!.ro iy z mrﬁ para .lh'-llnon'mvﬂi y"nl

mcdio Ms con 36 pH do 2.-!- 1 nuplemonl.ado r:nu 20 pN dn c:i!.ra'.o
du '.-mnn‘o. Dll:ho-z embrlonos germinan cunndo =on Lransfu!'idos'
- a medio con 1 rn;/l uu't:hlutqhina 2. ) ]

En w®! arroz, Qryzn patlva wvar.  Ghyokota ¥ Ouiy;:'l Dhan
'l'c;mar, ol u!.iuénr; segmontoz Lronsversales de 1o rols snhdnél
y <do .l:i.s'r-nlcl.?s. nodalos vy cull.lvm.l;m en medio MZ con 3 mg/l
e Z.4-D adicionado com 2 g1 de hideolizade de coselna. ue
obticne la formacién de calloy que prasentan  estructuras
porecidas a embriones y que germlnan dande plantas completas
nl zar subcultivados on medlo con 0.02 mesl do 2,4=D + &t mged
du cineLlina + 2 g1 do hidrolizado do ecasaina. La prezencia
do clnutina ¢ hidrolizadoe de¢ caseinas favoroce la formacién de
embiriones y do plantau, Lo formacion do plantulas y embricones
fuc masz alta para Oatya Dhan Tozar quo para Chyokoto €12,

En otrom roporboz de arraox, Ory=n maliva L, eultivar
Thaipel., 2o wllliza ol 4pice do ralz de plantulas de 10 dias
cultivadas vn mudio MS con 2 megsl de T,4-D. Pontoprfermsnie ol
gcnllo e subcultivado o medio con 3.4-D, [Heamba o Plcloram,
Se  proedujeron callens ombricgenlcos en medlo con 1 mg~sl do
Plecloram o lag 24 somanas de cultivo. =4 mgsl du Blcamba g
lan 7 smemanaz  do cultlvoe, Lok estructuras parvcidas a
ombriones funron Lransforvidasz a medio con 1 megsl do elnstling
para sy regunoracidn CSd),

50 compararocny 60 varivdades de ke 3 gubespuciesn de



orroz Oryza sativa L, <Jn1mnlén_. indica y Javdnical para s
produccian de callos con potoncial regenoprative. Kl medio de
cultiva ubilizadn fue of MIZ econ 2 mgsl du Z,4+D, ae enconurd
que la subeosmpocic  japénica produdcia ol mayor rendimtento  y
Qe 10 Fegonoraban brotog quando ta callon ¢ran
subcultivados o medio MS con (.02 mgsol do 24-D vy 10 mgsl de
cinetina <23,
. Callox embriogénicos ¢ mor{ogénicos proventevntoz du
embrionrz  maduroxw de mpx, Toen moava L. linea WP3, zo
mahtuvioron a lo larpe do 18 meses on mndic MS con £ mgsl de
Dicamba, W8 mH de prolina ¥ 100 mgs/l doe hidroliziado  do
casvina consorvando =Su  capacidad rogenwrativa G133, en la
avons,  Avenn sEativa L. var. Mark, el 20 ¥ dJdo  ecallos
embriogénicos  provenientex  do  semilla mmadura, moesocotilo y
ombriones inmaduros iniclan brote: o plont.as completan
desputra de 34 semanas de  cultivo  cuando  Fe Lransfieren A
modio LS con una concentiracian de 2.4,7-T mepor o b M Q10D

El uso de infloresconcian  fivnaduran  como  fuente  de
axplante poara Ia indogeion de un cullive ombriogénico =a ha

reportada  para Pepnizetam purpureum  Schum (pasmte olofonted

mwleccionea FPFI2 vy PPID,. utilizando medie 83 con | mgsl de

" 24=D * 0.3 mgsl e Liesnvci Laaddornidnes - 1 mesl de acida

nalftalonigebicno & 2 gl 2.4+D + 5 g/t b il ina,
obionienvieo 70 4 do produzcelan e calle embriogonico. Lo

aomhbriohoes zomaticon germinan vn mexdio M3S min hotmonas o con 1



me-l do fcldo gltordtico Ci4).

Al utilizar ol mizmo explants para bPappizetian amoepicanun

Schum  tmi jo purl.’n),. la produccion de culbiven  embriogopicos
on suspunsién mRe dieo ep MD a 25 mgsl do 24-D vy S8 N de
endosporma doe coco, la formacién do wmbriones zo dio on modlo
MG =emistlido a 0.25-05 mg~t do 2,4-D <40y, parta

{anleum mllia:n\:un L. MS 1583 y [Conicum millape Lamk AGPM 97 o)

medio satilizade para e produccian de calleo ombriogénico fue
ol M con 28 mgzsl de 2,4-D y 5 X de endozperma due coco y me
nbtuvo la regeoneraclon do embriones Domaticon en M5 aon

0.2 mgrsl do 24D €27



MATERIALES Y HMITAODOU
2 Matoerial biologtco

L.';. varindad de arrez utilizada Fus la Moranilos A-BE  guék
fue gunerada en ol programa de Mejoramuente Goendtice do Arrok
del Campe Agricola Dxporimoental de Casatepes, Morvios.

Ep.:t.a variedad presects como caracterisiicas deseablas un
buen rendimiento, reziztenclo al acame ¥ o la enfermedad do

In Aquema dwl arro: coumada por Pykiculnpin ocyms
Xhjculng rd b et

Su clcio blalépice en de 190 dlat, I albura  da 1oz

plantaz o5 de 115 em, ¢! numerc promwdio de hijuelos ez de
1T vy 1a lonhglten? de la patacula es Jdoe 27 om €95).

b? Fuente de explanbs

La regenoracion de grampnens o5 pesible s partic de
explantes  multicelalares  tales  gonoe smbriones inmadures o
infloresconclas Yrvnaddar s, bage tolinge, trgpoouilo ¥ -
Sleirnans o Aagdanten radicntares [CS I microspores vin
rubringeneniy omalica o merelagenests e hreabes ¥ iaaes,

Debldn o qihr o5 potdble regereszoe Soriimoenta plantats de
1 regidn el broto  apical,  mie abilizaron explantas e e

mitnd del gilindea merisbomatico 11y plattylos chioladng ¥

vordds do arroz.



- @3 Duxinfecclén vy germinacion dr Ins samillas

~be las zmoemillic:z s=e weliming fa  camcsrillo . Clampan [N
paisad, para focilitar su deginfoccion,

=El proceso de deminfeccion se efectud on un ambiente
rstaril proporcionade por una campana do fluejo lamlnar,

=Lax semillag =3 somsLioren a un tratamiento e
bicloerure e mercurio HgCi2> sl 001 2% durante JI0 minutos,
50 anjuagarcn con agua osterii 5 vecss,

=S¢  dejaron  on tnibibicion durants 12 haraz  para
facilithir una gorm nacidn homogfonuva de todag lanm semillas.

wLag semillas =2e  cultivaron on cajas euri con 15 ml
ool murljo basico de Murashlge=Sknog (Tabta 1) modificade cop

1 2 de cacarona. 0.2 M de gelrite como agente de geliftcacion

<

A oun pll de S50,

Do incuboron on un cuarto de orecimdento,. la mitad wup
comdicianen  do osxauridad ¥y v otra mitad econ  jluminacion
proporaionada por lamparas fluorescorntes tips luz de dia,
LWICU=-2QQ0 fuxas, by con un totoporioda do 16 HoFa EHT)

luminacisn v 8 de oscuridad



TallLA 1. MIEDIO BASIGO PE MURASHIGE Y SkOO0O. -

MACKONUTHRIENTES
n Ko,
KO
G, 21,0
=t
MES0, TH,0
K b0

HIERRO
Ka,EDTA
FeeS0, 51,0

MICROKUTRIENTES
Led .
Hn_wD.‘. HIZD
Zn'_'-'O“ .-!H:O
H':.Tlﬂa
EN | "Wt
-
2."h:t).‘...llzt‘)

i
C\.L..Q“.SHZO

Coclz.dll?_o

Ha

YVITAMINAS
Glicina

1.\1:. Kicouinico
Tirddoxinalicl
Tiamina HGL

Mlo-inuxitol
Shacarosa
pH S7-51

aa
[B]

mg-l

1450

1900
440
ave
1T

-
[t

av.es

232
.46
9.2
0.683
.25
0,038
0.025

0%
0.5
0.1

100mg -1
30 gl




4y Plzegeitn del explante

- ul.lliu::;run iil.’:i\bulas de dozu Jim:ldo germinacian.

=S disvctaron h..njo un _usl.l:u"n-omlcroscopl.o' un una campana

de flujo laminar.

-Sa olimind .la . radicula, la somilla ¢ .su Aoja (%0
porcien del colecplile de aprox.imav.!amnnl.o S mm que es dondoe
E-T wncu-.-nl.r'- ln roglén mu-l-isl.omnl.ica duil broLlo :u:l.l:al.-

~Este cllindro =e diseclo en fqrm'a_lungu.udiml de Jando
a! dJezcubisrto la mitad del meristemo aplc.:.xl ¥ In rogion
subapical, .

«~Se disectaron 50 explantes de. oste tipe para cada uno

de lo=z tratamientos utill=ades por oxperlmonto.
o) Malloa de cultivo para la induccian do callos

=S ulilizé o] moedie bazmico doa Murashige-Skoog CTabla
1) zmuplemontade con los ;:lgul«n!u:: roguladeren Jde creacimtonto
G Jefindaron oz tratamiontos utilizados:
{~ Acido Za=diclorofonoxiacético (2,4=D) 2 mg/l
z~ Acido Z4+-diclorofenoxiacético (2,407 2 mgol

y benhcilaminopurina COAT2 1 mig”t
A= Acidu 2,4.S5-triclorofupoxiaueticn (2.4.5-T) 2mg~l
e pcide Z4, 0 btriclorofvnostacsiice €2,4,5-T) Smgsl

y bencilaminopuring (DAFP> 1 mg~l

g L - . . - [,




F.- Acido 3 8=dicloro~Z-muetaxibanhzoico (Nicambal} 2 ng”d

6.~ Acida 3,4-diclore-2-meloxiboenzolce (Dicambnd 2 mgrsl

y bencilaminopurina (BAI‘i 1 mgp~l
7= Acidd deamino-3.8.0-iricloropicolinice (Picloram? I mg-t
B,~ Acide q-amino=1.5,0~tricloropicotinico (Ficlopam 2 mgel

y boncilaminppurina <OAPrY § mg-l

«~Debido a gque wn o] cultive do Lejidos do granuncazs se
raquinre auxintns Sintdtichs para 1o indusclon de collox, so

emploaran Joz anturiores trpLuamientos.

£ Induccion do eallox

=Log oxplantes obtenldon =e colowaron en Jom diferentes
moedioz  paras la induccion Jdo unll.u‘ﬁ. Par cada Lratamiento e
colocaron 50 oxplantes de plantalas cultivadan on cpndicionea

do duzx verdesd y G0 explintes do plantulas cullivadoas wh

condiciohes de oncuridid (etiolad
=56  inctubaron  duranty 4 semanig ol U guarto  do
eructmionto on condiciones do oxcuridad.
D cada tLratamientoe =mo  svalod a _ru:?puq-s'.n do  los

o G~y Gapracidad  do dpduccian de Galle

uxplantos aon 1
smbrioganion.
Do emplod ael diterio dee Llongpaeg gl emar cutne un arroglo on

parcelis abivididis donde a2l factor meedic de cultiva

eratamicntol soe considerd coamo parcela grapds gon 8 ndveles,



low cuales correspondon a  2,4-0, 2,-4-D HAP., 2,457, 2.4.5T
BAP, Dicamba, Dlcamba BAP, Picloram y Picloram BRAP. El factor
Lipo o  explonte s0  considurd como  parceln chivhr con 2
nivelnrz, cvtlolado ¥ verde.

Lamionbto fue do 4

E! numoro de repsliciones por ecada Lr.
y cadls repetlcion consld entre 10 y 15 oxplanto=.,

La evaluacién de la varioble calle embriogénico =se hizao
poar meodlo de porcontajes para cada ropeticion. por tal motive
. para aplcar la téchica del andlisiz doe varianz=a se utilze
tn transformagién de arco sSone Jdoe lon datos, wzande la
slguionte expresion:

¥ ™ Arco SUN0 m

Posterior ol anadliziz do  varlanzia so realird una

comparacién de medias utilivando la prueba de Tukoy,
g2 Obtonclon do pono resco y urco de calloz

A las cuatre semanas de oultive do los calios ae obtuvo
ura  musitra represontativa de loa mismoz ¥ 2o procedid a
poezarlest @n unas traalanza  anahitica Mottlor HOO, prasitia Ia
chtoncion dol gozo rosco do lox madleog Inducido:n on  lom
diforuntes  tratamiontos.  So peozaron 10 callor por  ooada
Lratainienbo,

Para la obtencion dol pasoe seco we utilizaron los mizmos
pallot quo para #1 poso {rosto procndinndose 8 smetarloft oh wn

horno B MOD E S1, durats S5 horas o an"C v patbtoriormenle




e pesaruon on unt balanza analitica Hottleor LoD, Se pr&aron

10 callonr por chda trataminento.

h? Reguteracion de plantas

Una  wvesz I;urmados los qallos  me dizeclaron on un
migcronecopic erntercoxcéplco, =v eolimind Lsy parte nocrosada ¥
.su separaren log  fragmentos ol zallo con wabructupas
embriogirnicas y e cultivaron aon vl medio de reguneracion.

De cada tratamiento so zubcultivarcn entre 20 y 40
cnl‘los. an cajon .Pn!.r-l que contenian 15 ml de nedio M5 con
0.02 mgsl do 29D + 1 mges)l de cinntina  + I grol de
‘hidrolizade de cauelna,

Se incubaron on ol Quarto de crocimenta en condicgiones
de e Oamparas Cluorencentes Lipe ae de dia 1500-2000
lunes) con un fotopuriado de 146 horaz. luz-8 horas oncuridad.

Do utilize un dikefio complatiamoente ol azar. So  ovalus
la respuesta dv  regeneracion de lom  callos inducidomr  do
wsxplantas voerdesr mediante un andadisiz de varisnza, El mismo
disofta ¥y anadisis fue utllizade  para cadlen con respuegts de
regeneracian provonicntos  de explantaes stiolados,

21 numeoro dJo repeticiones para gadda Lratamiento varelo
entre 2 vy 5. El rmmero de explantes par coada ropeaticlon fue

»

jabkln wptera & v 10,
Sy evaluo on purcontaje  la respuesta de los callam

para coda  repeticidn,. $o  roalizsé una Lrannformmacidn de oz




dat.or utilizando 1a transformacion 'do'.:lrcn. nzona,

Gon. loa dalos - trandformades zn  roallzd el anMisis  de

vartafta ¥y una rcl:-m‘pnracién' do gﬁ-.‘dlas‘ ﬁblllzm\d‘a ol mdlorlo e
dil‘nrqncia_ mli';llwld _si..snil'.k::\!:i.va.: ..‘Wdianl..o una  prucba de e
E-T hlzo-u.l:m comparacién del l-lpo_ do a;{pl.lﬁl.o dul quu provenia
- o} calle.

1.5..-:‘ plan!-as tiuo . fuo . pouible reganorar de lon callos
iniciados  en ion diferentes modies, fueron separadacs  y
cultivadas en {rascos con 40 ml du  maedio bAxice do

‘Murashige=Sioog, pora que pudinean enraizor y dexarrollarsaoe,

13 Establecimionte do plantas on muwelo

Las plantns dosarrolladas de aproximadomunte 15 om de
longitud fuoereon sSembradas on sunle contenido an vasos do
peliuretans y crocldas eon una camara a una humodad pelativa
del 100 M.

Todas las= plantasn provanjonbes 15 los diforontua

tralamiontor se demarrclloron noprmadmemnmta.
12 Histologin <o collos ombriogenicr=z y no vimbrloghwnicon

D lox callon Inducidun oen lox diferontes trabamientow,

Su procesarstt aquellas o PUCLUE G o apariehaia ambriogenioas
y oalloz no embreiczanices,. para u obrervacion histoléglea,

3

Se flfaron bloques do calloz de sprosinewlunente 5 e

qua contanian esbtructuras da oapariencia globular, Tamblon e

b
=~



procesareon musstras do callor no embricgonicos vy ambriones

mpmaticox gorminondo on comparacién con ombriones cigdticos
tambien .cerminando,

Fljoacion: QLancl=acido saetize 31 vwv durantse 2 horas

Cmbobido: Quunel absoluto 1 hora
Butancl-glorefermo 3l wrv 1 hora
butanei~cloroforme 111 vy 1 hara
Butanol-clerelformo 13 /v 1 hora
Clorafarms con parafing 1 o 2 dias
Parafine fillradu S9-50 °C 3 horas
Parafina flitrada S0-20 °cC 2 horas
Parafine filtrada 59-6u o 2 horos
Parafina al vaclo S¢=60 “g 2 horas

Selocaien: los gertes ww  higieron on uwn microtomo. EL

grosor do Jox mizsmos fue de 10 micras,
Quitar parafina:  me sumergioron  lod  orte 200 yna

solucion de Histoe-clvoar durante 20 minulen, por Jdoz veces,

Hideatacieon: Trancl abualuto 10 minntos
wtansl P0 X ) minubkox
stansl 7O % 15 minvt.on
atnanal A0 2 10 minut.om

wtanol 40 X 10 miputos

ngua deztdlada 10 minut.on
agun destilaua 10 minutos

Tincian mo sumoprginrcan  jog cortoas LI sojucidn de

acetocarmin durante U0 sogundom,
Tu lavaran cen agun  destitada para romavers el excese

e goloranteg,
Duenhidratacion: atanol 30 X
gLl 90 X t minuto

1 minuto

38



etanol 70 % : 1 minuto
. - .1 miputo

. ‘atanol 5 .
Caontratinclén: loz cortes me =Sumurgieron on solucidn do

Tastgroon durants 19 mogundos.
Doshidravacidn rdapidn a wravés de 3 cambios de elanol

absoluto. .
Transferencia a fenol-histoclear 53 v/ v 5 minuteox
Histo-clear: 3 cambios de 5 minutoz cada uno.

Montar:ien una gota de suparal



RESULTADOS
a3 Induccion o callus enbrivgemcas ¥y no vobriogdnicoea

So . induyeron calios en Lodoz Jes tratamivnues probadoz,

en lox guo =¢ cbseprvaron 453 ftipos de morfofegla Lo primera
on la cunl los challos non de opariepcia nodular, comipnstas w
e . color amarille, € amarillo palide v con  presencia  de
ratruclurns embriogonicuas, dononUnads tatlo embriogrnico
CFigura D=1 y B=I); y lu mogurnda on la gqus mon de aparivncia
friablex ¥ do color blanquecino donomir;ﬂdur: cullou no
emhrjogenices (Figura B=3).

Tomahde en cuepnbta sxtor dos  Criteriosn £ avajuo ol
OXperimonts daspuen doe cuatro :.'r;man.;x:; de cultive haclendo ana
evaluacidn visuil on wun --.-:Lur-w-omi':.r'-:-';cnp[u.

En todos loz wratanmfentos ue presentan los don Liposn Jde
cille (Figura A-«X.

El mayor porgoentade de calléy ombpingehico oe obbtnvo en

o tratamichion Ty contahitnon 2,4-0 Vv 2.4=INAP,
dizminuyende respectivamantes paro Ta1,%=T, Digambia y
snconLrateiono Lesns PR Fos poreant.a jirs Froatia Ficzloram

COralfica 1

Bt analisis ba variabls  caljo ambrisgénico nox

musulra quo no exinte difurencia significativa sntre wl tipo

L



de explahto ya %ea wverde o cliolado, =in combargo oxinte una
diferencla altamonte significativa para loz modiox de cultivo
uLH‘j'.:ados' (Lratamientos)d (Tabla 23,

L& prucha  de Tukey hoez seflala Ccome mejor Leatandento
pa,r—h la formacién do calle embriogonico al 2.4+ otiolado,
onconLlréndose tombidn como mojorez tratamlento=m al mismo
nivnl estadistica o 2,1<D-BAP eatioclada, 2.4~D/DAP veardae ¥
‘280 wverdo, E! tratamfento con  menor refpuyesta on o

formacien de calle ombriogsnico fue «al Ficloram-sBAP wuwtlioclwio

CTabla 32,

En les tratamdentou que contlonen PAP 5o obuerve un
efecto necrotice on ol calle producide, mientras gue oh
medics eon Pleloram vy PicloramsBAP mosiraron proliferacicn
maredds da redees (Flgura R-33.

El pwofmo frosco dae Jou callos noz muestra gquo jJog de
mohor peaso Fon los inducidoz on 2040, Z2,4-D/TAPM, auvmentando
ol puso para oz du 2,4 ,4-T. 2.4.53-T+ DA, Dicamba,
DoaunbharBAP ¢ lom do mayor peso fueron lox do Picgloram ¥
Plolopram AP (Oriafica 2),

El puso zogo noz muesstra qusd lom callox de manor puso
los  do  2,4-D. Z4-D/DAP, Z04.5-T,  2.43.9-T<BAP, Dicanmta.

y lou do ruwor pweso san lonm de Pigleram  y

Piclarany BAP

El porguntajn en  peso  nNacs do callon Inducides  de

plantar wetioladawy =moh mnayores que Jou de plantnaz  vordes, o
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" "GRAFICA |, EFECTO DE AUXINAS SINTETICAS Y OF BAP EN LA

WNDUCCION DE CALLOS EMBRIOGENICOS A PANTIR DE EX-
PLANTES DEL BROTE APICAL DE ARROZ IOryea sgtivg L..) Var.

HORE;OGA-OB
O ETIOLADO
ol i verDE
a0y
70
g e
&
o 50
<]
B a0
X
d
304
[=]
g 20
0
P
a

1) 2,4-D %) DICAMBA
2) 2,4.D /BAP §) DICAMBA/ Bap
3} 2,4,8.T 7) PICLORAM

4) 2. 4.5-T/BAP 8} PICLORAM /BAP



TABLA 2. Andilisla do varianza para la varinble ealloe omhrioginico prnve-ulunto
do osplantes de) brole apiaal du arros (NDeyza pativa L)
. var Horoelons A-83.

FULNTES GRADOS SUMAS CUADRADDS Ftu CALCULADAS
DE DE DE MEDIUS
VARIACION ’ LIBERTAD CUADRKADOS
Ropeticiuenaes 3 322.02191
Tratamivntos (T) 7 35367.38 S052.4H2 33.45017 *»
tierar {(a) 1 317945 151.045
ante (K} ] 8. 30469 AH. 30469 23813551 ns
ks 1291.259 184608 1.043918 nn
Beror (b) 24 2693.12§ 182.20135
TUTALLS - 63 4288408

41.65375
side Cad: 2n.50524
th): 25,4113

ne w onu signifticativa
** = glLamente signiticativa



TABLA 3, SEPARACION Dff MEDIAS FOR EL METODD DE FUKEY PARA LA
VARTADLE (©CALLO EMDRICGENICO PROVENICNTE DE LEXPLANTES DPEL

DROGTE APICAL DE ARROZ (Oryza satlva L3> var. MORELOS A-03

TRATAMIENTO MEDIA SIONIFICANCIA

X DE CALLO EMDRIDGENICO) -ESTADISTICA
2.4-D oL B82.I8TS . a
2.4-D DAP ot 76.50501 ab
2.4-D AP ¥ &£9.00 abe
2,4-p ¥ 65.66T5 abe
£,9.5+T oL 50,2025 " be
2.4,5-T DAP ¥ 52,895 bcd
2.4,5-T BAP ot 44.54 ed e
DICAMBA V 4388 | edo
2,4,5-T ¥ aza4zs01 cdon
DIGAMBA Par v as.67 dorf
DICAMPA BAP ot 35.7625 d e T
DICAMBA ot 25.4225 do ¢
PICLORAH ol 16.60 o
PIGLORAM BAI" V 11.505 g
FICLORAM ¥ P.09750 fz
PICLORAM HAF ot o c

Los wvalores de las medias esthn reproseonbadeos por datos
tranusformados o mcuerdo con L formula
Y = arco Nung \ PForennlaje.’ Loz tLratamioentos con 1a mizma

letra son lguales sstadisticamento.
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GRAFICA 2, PESO FRESCO DE CALLOS INDUCIDOS DE EXFLANTES DEL
EROTE APICAL DE ARRCZ [Oryza sctive L.} Ver MORELOS A-B3
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GRAFCA 3. FESO SECO DE CALLOS INDUSIDOS DE EXPLANTES DEL
BROTE APICAL DE ARROZ Kryze satira L.} vor. HORELOS A-€3
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oxcopeitn de lom de DicambasBAP, en ol que el porcentaje as
mayor para dallos inducidom do explantezn verdes (Orafica 3I).

Con los rosultadeos obtenidos podemos obsocvvar que los
callos compacLos son de menor masa y volumen celular que los

calles dimgregobles,

b) Histeologia do callos embrlogénicos y ho embriogénicos

En la figura <C=-1 del! cnllo ombriogdnice =o  obsoervan
segtrusturas globulares cen mayor Linciéon gue ol 1rosiko  del
gallo. En tnles 2zonas ms prosentan células meriastematicas
poquoilas, lsodipmetricas, presontando en su  citoplasma solo
un nicleo grande, Lax célulaz =me dispenvn eon el tejide on
forma muy compact-n Y da jando wdla pocos wspaclos
{intercelulares.

El otro tipo de celulas cque =S¢ puesde o NO presehLar on
clerias zonax del callo embricgénice vy en 3u Lotalldad vn un
callo no embriogénico =0N célulag grandos, altamonte
vacuollzadas y diferenciadas, pudlendo ocupar =u  wvacuoin
corca do)l 90 X del wvolumen celular. En dichas células la
tincion no o3 Lan alta como en lazx meristematicas, dehido a
que no estan dividléndose a la velocidad copn que lo hacen law
maristom&tlm o bBien Presontan ¥ ugn espucializoacion
{Figura C-23.

En %1 corte dol embrion somatico (Figura C=14), su



obhservan esiLructuraz tipicas de un embridn cigdtico do

graminsa=, pressntando domo apical (d) primora y ssgunda hoja
foliar ¢h), escutulo (o) en el gus =e prexenta una mayor

Lincidn en la parte central, definiéndose dicha zTona come

coluins meristemiticas del procamblum. Tambion se observa una

protuberancia al lado izquierde gque define parte de lo que

seria =] coleaptile {cl). La radicula =me esncontraba presente,

perc por efecto del corte no ae obzerva.
En el corte de]l ambrian cigdético (Figura C-3, =e
observa la zona del domo aplcal <d), primesra y segunda hoja

foliar (h), coleoptile (cl) y radicuyla ().
En La Figura C=~8, E14 ohsorva regeneracidh vin

orgaAnogenosia, Se prusonta al corte do sn brotecito

omergiondo del callo, presentande su  dome apical dd, ¥

primora y segunda hoja foullar ¢h), Su tincion es mayor debido

a la alta divisién de sus colulas moristematicazs. En  dicho
brote no =me presontan las extructuraus de wn embrién como
serlan #l colvaptilo, esculelo vy radicula, La =zona dul callo

quoe %o encuentra on contacto con ol brote, presohta colulas

vaguolizadas,
G Regonoracion de plantas

La capacidad regenerativa de un cullo depende del grado

dao diferenciacion celular alcarnzadn, iy callox con
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¢gtiructuras embriopénicas mueztran una  mayor cantidad de
plantan regeneradas, mientrax que low calles con cédlulas muy

wanurllzadas no proscentan ol Tandmenee de pemeneerincidng  deprarje

LTI I

Oy atasoy 50 obsered solaseitee Lo perrolife

whn alg
Fetl i,

l‘.a.r:- evllo se subcultivaron callos du cada tratamlente en
inedio de rogoneracion. Se obSorvaron dof tiposm de rospuosta
morfogenatica, una car..'u:l.uri':m!n por la aparicien de manchas
voerdas on diferentes luganres el cailo, las cuades s=e  van
diferohciande morfoldgicumentoe hagt.a Formar broLes sin ralcos
Pigura B-7> v o la  fue =0 donondno respucsta tipe
oprganogénica. En oLres casoz la regoneroacion ompleza ceon la
emergenala de Ja radicula ¥y posteriormente ol dezarrolls  de
brotes (Flgura B-4, B8 ¥y 0-6¢) de manera similsr al proges=a
de  gorminaclén do una semilla, por lo que =e donominsg coms

Ltipe embriogénica,

Lox mayare= porcentafes de roageneracion dae plants )
chtuvieron won calloz Induciden wen moedio con DlcambiaHAP,

untiarne  on

Dicambu. 2.4=DABAP, y Z.4.5ToBAP, A p
o tratamiunteos con 204-0 &) mavor  porgoentaje dge callow
embrriogonices, al anr subcultivadoes Al nedic de roegunuerazion,
no  muwestran un allo porcontaje  rogonerativa. Loz callow
tndusidos en Jos mediow quo contemgan DAP oen combinacion con

cada una dn lass dvused res, muvzLEan una roapustta du

trgonoracidn slemprte mayor (Opalica 42,



€l analluis de varianza para s variable regencracioh a
partir dv <nlloz  proveniontes de oxplantes etiolados, nos
mursLrn ey axiste una diferuncia wignificativa de
regeneracicon antre los tratamjontox da Loz cuales wn
gonerarvn oblginadmente Jo= callos (Tabla 2

Al utllizar una separacidn do medias por ol metodo de
diforencia  minimma  glenificativae W 3 X, norr Jdefine como
ma jor t.ratamionto do roegenaraclién EY paruie o calles

provenlienLlus (L5 explantesx aLioladox fa1} DicumbasHAP,

sncontrandose al mismo nivel eotad)ntico D,4-DoBAP, Dicamba v
2pi*D. Loz tratsmlentes de loz qun =o obtuve monor porcentdje
de regenevaczion fueron Picloram y Picleram~TtAl (Tabhla %),

El analisinm de varlanza para la variabbe ropencracion o
partir de calle provemonte de explintes verdez Lamblen hos
datormina una diferancia Saltaanente wipnaricativa des
regenaracion anbLro laz tratamivntos do! cunl  preovenkaay  los
callos (Tubla 6).

El mejor tratamionto  para e variablo regeneragion a
poartir de callo pravenisnte «Jdoe oxplantes voerdss moe presoentd

tadinbico

on  DicambasDAP, encontriandoze ol gummo nival s
Bicamba, 2.1,5-T<DAP v Z2.4-LBAP. £l tratasmieslbko on ol que se
otiltuvo musra g porcoentajo B roehotacian LTI el =0
rhoonLrATeiony By mizmo 133Vl vt Lico rpcioramesHAR,
Pacloram y 2,4.5=T (Tabla T

La prusba do -t aphecada para la compoararcion ontreo



catlon ,pr‘:;v_enlt-lnt.un‘ ‘.d.o' _:osﬁlnnt.on vardo y ‘ot.la.lado.-l. :Ino::
reparta  quo ;'m'ns_dzll_.u difsroncia nntro: sl Lipe do oxplante
des) .cu..:I L Vor'ig‘lno <l -l:nl.l.o para’ ul;ﬂ..dnur .la rugnna-lr.;ncléxl du
plant.as. ‘ . -
- Loz callos inducldos on Bicomba’BAP  vuerds y 2o4-DIBAF
vr;rdo. rogeneraron el mayor namnwro de planitaz {Tabla 0).
Se obuarvéd qua lax plantaz que e desarrollan wvia
ambriogonosis Somatica Lionen un crosimiente mucho mas rapldo
que las de Llpo organcgénice. ya que el mistema rautlcular so

ancurplra complotamonte desarrollade Figurn -8 y B9,



GRAFICA 4 REGENERACION DE PLANTAS A PARTIR DX CALLDS
INDUCIDOS DE EXFLARTES DEL 2ROTE APKAL DE -
ARROZ (Oryzg agtiva L.} Var MORELDS A-U3
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TABLA 2. ANALLSIS DE VARIANTA PARA LA VARIADBLL
REGENERACION A TARTIR DE CALLOS TPROVENIENTES DE EXPLANTES
ETIOLADOS DEL BROTE APICAL DE ARROZ <(Qrysza mativa LD wvar.

MORLLOS A-03.

F.y. el sG o I-‘c
TRATAMIENTDS 7 2264.519-% 3ILIS0ZTY WO0%a
orror i3 1590.6033 10504559

total 22 asg3.20av

8 Slgnificative ol 8 X




TABLA 8, SEPARACION DE MEDIAS FOR ElL. METODD DBE PIFERENCLA
HINIMA SIGNIFICATIVA AL e PARA LA VARIADLE
REGESERACION A PARTIR DE  CalLDID 1wDYcipos pE EXPLANTES
ETIOLADOS DLL BROTE APICAL DE ARROZ (Oryza sativa L. var.

HORELOS A-DJ

TRATAMICNTO HEDIA S1ONIFICANGTA
s DE RESPUESTAD ESTADISTICA
[MCAHBA RBAP 45 RS ! a
2.4-D DAP a3.85339 ab
DICAMHA 2045007 ave
2.4-D 280946 . . a bc
2.4.8-T HaAP avams b e
2,4.5-T F Wi X - g Lo
PICLORAM 1021 '
PICLORAM UAP 1328 ¢

Lo wvaisres doe o peesdias eg

representaidas por datos
transiormadas e sztanrds EN 1a f &rmula
VY W arco =enn '\ I'orcenta =

Lo= Lratomicsnton (=111 L miisrmea Taslopdn s ipunles

exztadlsticamante,
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TABLA 6.  AMALISIS DE  VARIANZA  PARA La  VARIABLE
REGENERACION A PARTIR DE CALLOS PROVENIENTES DE EXPLANTES.
VERDES ~DEL PROTE APICAL DE ARROZ (Oryza satjva L. wvar.

. MORELOS A-83

. gl . .8 CoeM L
TRATAMIENTO kd o584, 76749 1349.2525% T TA23ee
orror 18 33T0 140+ 184, 4822

Latal 23 12004200

aw Nltaments gignificative al 1 %

w
we



SLIARACION DE MEDIAS FOR [l METORD DE DIFERENCIA

TaAbBLA T,
PARA 1.4 YARIAGLE

MINIMA SIONIFICATIVA - AL 3 X
REOGCNCRARION . A PARTIR DE CALLOS PROVENIENTES BE EXPLANTES

VORDLT L DROTE  APICAL BE ARROZ (Qrywn gatiys LD var
MDRELOS A=-83,
TRATAMIDNTO MEDIA SIANIFICANCIA
€3 LBE REZPUESTAY FSTADISTICA
DIGAMAA UAP s8.33 o
DICAMBA $1A46 ahb
Z.4,5-T Bap a0.22 ab
ZoA=D DA A7 A4 . . ab
PiCLGRAM DADP 25,905 b o
PreiORAM 107 ©
24,57 10.0 o
2,4~D ER L o

Los walores de e mediay estan eopresentados por datos
Leansformados oy AGHerda cun ta Fapnealan

Y W  Aargo Seiw \E!'o:"c-vnh;\ju.

fuss tratambenton con 1x letra son jcusles

misma

wnlLadisticamante.



TABLA 8. PLANTAS REGUNERADAS DE ARROZ {Oryza satfive L.} var.
HORGLOS A-5J, VIA ORGANOGENESIS Y VIA EMDRIDGENESIS SOUMATICA.

THATAMICNTO No. TOTAL EMB DR
DE PLANTAS

2,4-D et 9 LY 4
2,4-D ¥ H ]

2,4-D DAP et 14 10 4
2,4-0 BAP V¥ 3 20 Ly
2,4,5~T vt 14 B [
2,4,5-T ¥ 2 1 1
2.4,5-T DAF o 11 9 z
2,4,5-T BAPR V 18 8 10
DICAMBA ct g + .5
BICAMBA ¥ 28 17 L
DICAMBEA BAP et 2y 15 4
DICAMIA TAP ¥ 46 22 24
PICLORAM w1 7] k] 3
PICLURAM ¥ 10 4 [
PLCLORAM BAP et 2 2

PICLURAM @aAP ¥ ) 8 ]

-
~r



FIOGURA A

12 bDbiseccian del brote apical de uyna plantula de arron de 2
diay do edad.

23 Mital Jongitutinal do! moerpiztemo apical do plintulas de

arror doe T dian de edad Fotografia tomada on microscooplo

eloctrdnico de barrido, 48X,

33 Zonn moristoemalieca de la mitad Jongitudinal de  plantulas
de arroz Je 2 dian de odod, Goe oboorbva domo apical Y, zona
zubaplical €=ad ¥y hnjas  foliares  (hl, l‘nt.or,r-a.’.in tomada en
microgcoplo solectronico de barrido, 120X

42 Calloz inducidos on medio® con auxinas sinbeoticas y BAP, o

latz 4 memanan de Gultivo,




FIOURA A

(3457 PICLORAM

Yy o . -
..-i Q& 4’:\ L; @f
* 0

2457 3AP B DiCAMIA 3AP R PIELORAM AP




FIOURA B

1> Calio 'umbrlnsﬁnico inducido o medio con LA=DARAP, o lasm
cualro semanas de cultivo,

2} ampliacién dey una seccion dul calle embriogonico.

32 Callic no embricgonico inducido on  Piclsram, mostrando
proliferacion dir ratces. a layw cuatro sernanns (e cultivo.,

4, 3 ¥ &) Embritn somatdco enn foa inicios do la gormlihaczion
en ol modie de regenpracicn, mostrande ta radicula (5) oy el
brote (h).

T) Brotes vmupgivnde do callo.

g  Plintulaz completaz a lo= 10  dlas despuds  do ln
germinacion,

93 Plantas ostablecidas on suelo. a los 4 mozox.

-
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FIOURA B




FIOURA C )

Fotografias Lomadas on  un  folomicroscoplio Invortidoe
Zeoizn, campo claro, ICM 403,
19 Cortn. histolégica do wun callo ombrioganico mosirando
catructurax globulares 32X.
22 Calle no embricgénico eon dondo &xe obseprvan  colulay
completamonts diforonciadax ¥ altamuente vocuolizadax oln
nikgln sitio morhsl.‘t.rr_\du!._lco. IzX.
3% Cortu histoldgico do‘ ombriones zomaticos en los inlclos do
Ia  gurmutacién, en donds =e aprocia ol dome  apfcal  (do,
primorn Yy segunda hojau foliareu <hd, colooptilo <cl> ¥
escutolo {e> 32N,
4) Embrion somatico al lnicie do Ja germinacidn  cultivado
in wvitro, 512X
) Embridn cligotice al tniclie de la gorminagien, uvn dondu Ko
ohsnrva ol dume  apdocal (W), primoras holdes foliarez  (hd,
caoleoptilo (el ¥y coluorrina (2. 32X
63 Corty de un hrotwe emercgioicds del calls, = obsorva vl domo
apiral €dY v las primeras hojas follares by, JEX.

citn de I figura C-4. S51.2X.

T2 Ampliacion de v s

({4




FIQURA C©




DISCUSION

Lo induccién de embricgénesis somAtica en ceoreales y
pastos oa una de las técnicazs max wutilizaday para la
propagacion veogoLtaliva y scleccicn de varlante=
somaclonales, En la mayoria de los casos =0 han utilizado
como explantes embricnes inmaduroes - inflorescencias
inmaduras, de loa cuales 30 hon lograde ealLablecer cullivos
de callos embriogénicos con una alta capacidad regenerativa.
Una de lazx desvenlajas que prosenta vl uso de esta=s técnicas,
ws | largo periode quo =0 requiere para la obtencidén de
explontes, ya que primeroc e3 poecezario el establecimiente de
plantas en suelo hasta la fase reproductiva o de maduracion
Cque on ol arrozr varia de 1 a 8 mosos) (41) y posteriormentes
la eosterilizacion ya sva de inflorescencias o embrionew
inmaduros, on lox= cuales puode habor problemas de
contaminncidén por ser material fque crece en condiclones no
axenicams, en oo paso ol numoro de  explantes colectados
puede ser un factor limitante, ya que esta on relacien con el
numero de planbtas sombradas. Despuwdés vendria la formaclén de
callos oembriogénicos y luogo la rogemoracién de plantaz. Do
esta munera ol procesoe completo se lleva o cabo ontro 7 v A
BT,

thha albeprnativie  para  oliminar este  problema ez ol

utilizar  uxplantes  coms o] brots  apical y base  foliar Jde

<l




plantuins goerminadns . in - vitrg, on lou ﬁuo ne ne Lviope ol
prohiama do Llampo pétr.'\ ohtonur ol oxplantae, cantidad. st de
.'nnl.nrll!zn:lcm.‘ 1:.ior 1o f:u;;l ‘t;.s‘_.r-\r:ll.mnnl._ﬂ acnonlble o 1
mnnipuﬁ\cidh on ehniqu!nr' .‘i‘opocn. del pfio. Do esta manera ol
periodo qun_s-x":“-om.‘lin.rn._pn;-n indugir gallor ombriogénicos y
rugono.r;nz'* Vplmil.u. dla:-r;i.ll.\uyn' a 2 a 3 mozosx.

En oxte l:.rnbnjc; %o annlizé  Ia ;;Dsibllldnd dn  inducier
cnllnu_nmbrlqgénlf_on con cn;;ncidad regenerativa a partir do
.-mpl:!n(.nrl dol h;'oLn apigal. Lonm  resulbadon obtonldos nox
Indicon  que ‘0l Dichmbia on  intopaction con AT promusve  unha
mayst capacldad regeonerativa que ) resto de oo reguladornz
de crecimionto. Dicho= rosultadon no concuoridan con lo
obLenldo por obkros invesLUigndores parn arroz, los  cusles
usaron explapbon  Lransvorzsles  doel brote aplest ‘dn Ia zonn
superior ol meorlsitemo €193, zsupmonblosn Ltdshmvoraalos de rade
seminal ¥ rajcex podales (1> y  Aplce de rolx 4> v
reportaron que ol 2,4-D esx ol reogulador mau active papa Ia
inducclién de caller embriogenicas con capacidad rogonorativo,
Dlche rogulador también ha resultado ser ol mas eficients on
la formaclén dn callos embrlidgmicon aen explintes Jde ln partoe
basal e lasm hojnn do margo (172, oo embriones inmaduros  do
trigo €21) ¥ embricnen Inmaduros de Lritigale ),

o obstorved o on Ladoxs ins Lratomlentoes utillzados, 1Ia
adliclon do BAP Lnduce ufia mayor capacidand de roegoperaciaon de

planLaz, o cual exts de acuerdo con lox rexultados obl.enido=



‘:;;'E .-:';plnnt.on de |la zona drl brote aplcal de cobada (29}, Este
v al: primer reporte gque indica gue ol Dicamba como auxina
alnLatics of mAs  ofective que wo! 2,4-D, ol 245-T y =l
ricloram . pare in induceion de cnlloa con capacidad
N rn‘ﬁr\-nrnhlvn a partir de explantos do! brote apical de arroz,
con una noflciencin do reogoansracion de A503 X pars callos
inducidon do explantar  etlolades y 5033 X pora callos
inducidos de explantes verdos.

o= dom Lipos deo raspuesin y» =mea la ombriogdnenis
somatlcn © la organogtnesis  Se  encontred en los gallox
inducidox on log diferenteas  Ltrotamienton, o  ihcluso on »)
mismo callo, como habla mido reportoado pars sorge A7) vy para
Lrigo (217,

Sn  domowird que =o pueden utilizar tanto explantos
vordos como aLtioladox para 1o induceisn de catlos
ombrioganicos, entre los cuales no Sa oncontrd unp diforoncla
aslgnificativa on rospussta,

BExte sistemna eostd  michdo ubtllizade para la infecclon
(cocultive) vy po=sible transferencia  genotden gon  copas  de
AErobactarium Lumefacinn= deblde 4 que properciona una gran
cantidad de axplantes on un pericde <orto, La induecién de
catlo  eombriogenico =e p;.lv'!.o llyvar #  cobo  on modiorn
meleclivos cuyo conlenido =on lox componenies basicos dul
mejor modlie do induecion, mas el agente seoleclivo que puede

aer kanamicina o higromicina, Ademas este Lipoe de explante

i



ofroce  un’ - gran. pqt.uuc-inl parn la AnLuroduccion - do _ﬁtarinl

ganslico axtraho por ‘otras - viag, . gomo - vaclantoments dwa - ha

roporbhdo - st ‘ﬂﬂ)’i\ usl.;:n_d.u in acoleracion - de pm‘..lqt.:in:r 'pc.-r
doxenrgas ateclricns <223,




CONCLUSIONES

Es’ pomible Ia rageneracitn do plantas do arroxz a partir

tn oxplantes Jdol brote apical.

E! major modie de (nduccidén do callos con  capacidad

rogonerativa fur ol Heamba BAP, tants para uvxplantesm verdes

womn obioladon.
So reogenoraron planbas via ombrloptnesds momatien y

organogénesia broto-raiz on btodos  Jos  aeatlen dnducidos  con

Jom diforsntos roguladores deo crecimiento.
Modlante corten higloldgico: ze comprobé la presopclia de

ambriones momaticos v de dlgunnn extadion de I ombrlogénnsis:

nomatlcn, gl come [E:Y g brotas rogenarados wia
organogonrsin, Lan plantas regonaradas de osta manora funron

vstablecidas o0 wuelo zatisfaclLoriamentoe,

ny

e e, g



<

pesis 8 Oesf
;Eg’ BE LA GiddBTECA

LITERATURA REVISADA

‘Abo,. T. ¥, Y., Fulmuhara. 1903, Cfliciont plant
rogenoration by Somatic ambryogenetin from root aallus

Lizsurs of rice COryzga gabtive L. L Dlank  Phyniel,
121, 1u~-1io,

Abo, T. y Y., Futsuharas, 1786, OGenouyplic woriobility for

cnallus formatlon and plant regoneration in rice
Oryzn sativa L.J. Theor Anpl Qonet. 72, 2-10.
Angladatio, A, 1973, [ 93 prron. Edltorlnl Blumo.

Barcelona. 35-72.

Armstrong, C. L.y C E.,. Oroen 1903, Ustabliszhmanit ond
maintonances of frisble, osmbryogenic maize ealius and Lhe

involvament of L-proline. Plopta, 164, 207-214.

Batalia, M. de L. 1984, Honelys: A0, nueva vaelodad  de

orroe de piopg papa ol egStado de Horelon, INIA, CLAMEG,

Zacalepoc, Morwlon., Follube Técnlco No, 0.

Hovan, M. W, R. N, Flavell, y H. D, Chlliton 1903, A

chimerlc  anliblotlc rosistapees  gone %  #  seleclable

matkor for Plant aull Lraniformabtion. Natura. QAo4,
in=-107,



g

th.-

13~

fidwell, R. G, 5, ({979

r_i_.qiojg;;!n vapolat, AGT Edivor,
Maxico, 600623,

Chilvon, M. D, 1983. A wvastor for inlrgducing Hew ganns

into planty, Seleptifie Amurcicnn. 298, 3§44

fate, P. J. y E. Donmbrogto. 1979, A comparison of
cnllur  induction and plant  roegenratlon from Afferent
explantn  of Hordoum  witgare. 2, Bfisanzanphyelocl 04,
en=T7.

De Dalls, 5. K. 199 Principles  and  praghisesn of

rig
produstion. John Wiley ¥ Sons, Ina.

Nuova York, 146=171,

Dodd=, J. #H. ¥y L. W, Rcberis., 1982,

fameriments  in
plant  tissun eulbure

Cambridge University

Pross,
Coambridge,  21-3%, T70-00, A9=97,
[ 1T . 1976, Anntomin war gt ol fidizfonen Qmegn,

Narcolons, $53-512.

Fliek, o [~ -

A Fvanes w W, K., Sharp. 19NR,
Qrganogunasix, T Yotuiboob,  of plant, 5331 Sultiir,
Iochuinues  fur  pronagabiof eaet b

g, Yol L DL AL
Evnnn, W, R. Sharp, P V.. Ammiradbs vy Y., Yamada  (gds,

Maocwillan fideliahing Comprany. Nuevae York. L 303-84,




i4.-

15~

17~

1=

Fraley, R, T. S. 0. Rogors, R, ®©, Horsch, P R,

.Sander=s, J. S. Flick, 5. P., Adamx, M. L., BDittner, L.

A, Brand, C, L., Fink, J. S. Fry. 0. R. Galluppi, =
R. GOoldberg, N. L., Hoffmann ¥ S. G. Woo. 12700,

Exproasion of basterinal gonea  in plant  eells. [Ppog

Hatlh Acad, Scl, USA. 00. 4003-41007.

italn, R.. ., Stabel. Al P.. Czuernllofaky, H, H..
Steinblu=, L.. Horpupn=Estrealla, v J.s Schell. 1908,
Uptake, intbegration. exprezsion and geneotis  Lranamission
of o seloctable chimaaric gene by plapt protoplasts. Mol

Onn Gennti, 199, 151-100,

Herrora-Estrella, L., A, Doplekor, M., Yuan Monbtagu vy
Joo Schell. 1900, Exprosnion of chimnric Konneg
Lrannlforred inLo lanl coella uslng a Ti=plamamid

dorjvod vector. Naturne. 303 200=-213,

Nerrera~-Cabteella, L., M, Dbr bDlock, E. Messeny, J. I,
Hornnlstesany, M., Van Montagu ¥y P Schnl}, 1004,
Chimerie gonox as dominant. solsctnble markers i plant,

cwlla. The EMBO Jourpal, 2. 997=-9293,

Hoy=er, J. W, ¥y M. W, HNabars, (902, Long term  plant
rogunnration, somatic ombryogeaesls aaed gronn  mpob
Tormallon  In seoundary  oale CAvens mabivied  callus, 3

Eflanzsophynigl. 107, G0~180.



19.-

20~

21~

2.~

23~

24.-

Joardur, O. I, N N, Joarder y P. [, Dale, 1900. |
vitro rosponsne of Jear Ulusues From Lolivm multifjocum s
-:ompnrl.sEn with Juafl  svgment position, louf age nnd g

wlwvir mitotic activity, Theor, Anpl, foney, 73. 206-291,

Ly, ©. V., Vasll y L K, Vauil. 1963. Improvud
ufliclency ofr nomatic ombryo g nesls ard plant
regonuration in Lissue cultures of matzce (Zoesy paynt L

Thesve ALRl ol 66, 20%=209,

Magnuzson, 1. v c. 1. Bornman, 19Uy, Anatomic.al
obaervations on  somatic umbryogenesis from nmcutoliar
Lizsuus af jmmature zygotic umbryos of

Iriticum aestivain Phyyiol. Plant, 63, 197=-149.

Me Cuabe, D. L., W. F.,. Swa . J. Martinell ¥ ..

Chrisntuu. 100E, Stalslir Lranuformation af saybwan
Clyeiper maxd by particle acevleration,  Diostoaehnology.

[-B 923-924,

Moore, T. C. 1979, Miochemistery and phyujology of plapt

bormone:s:, Springer-¥Yorlag. Bueva York., 32-09, 147=4§00,

Murasbige, T. ¥y 1., Shkoog, 1962, A rpeovisvd mdivm fop

rapid grawth and hicasgzays with tebacoon  tissaes  osltar

warum, 15, 4TI-G07,




29~ Uztas=Ahiond, L | Lirz. 1904, Progress’  and
~Mimltations in  Lhe  oulburs | of - uvereal provoplnsts,

26~ Purroglove, 1. W, l?ﬁﬂ. Tropigal cropy.  Monocobylosdons,

Longman, Nunva York. 161~199,

27~ Rangan, T. 5. -~ i W.. Yasil. 1903, Somalic

rmbryogenezis and plant regenoeration in tissue cultbures

of Ponjicum millagoum L. and Panleum mpilisape Lomk. &

Pfiapzonphyuiol. 109, 48-83.

28~ Rolporty, J., Y. ™ S, Hajal y B, Zbnll. 1977. Asnpoci=

ol organization - arganoganosir, embryogonenin,
cytodifls mudation. B Plapl bLimsaus and Goll Gultuns,

1. B, Suront Camd. >, Olackwni) Sclentific NPubillcat.ions.,

Oxford, J69=-427,

29~ Rengel, Z. ¥y 5, Irlaska. 1706, Somalic embryogenssis

and plant vagonoration from mondilng Ll of

5 Plant. Phymtely 124, 2e9-a92.

0= Lieabirnok, 1 . AL 12n. f.aboratory ol aray, v

o

ot binehombesda, 1o,
Joo Btabe Ly CRC Bresmm,  Inc, Bocs Holon,  Florldas.

=20,



Stace, G A, 1984, Plagl  tawmonomy and hio, tomntics

- BEdwapd Arnold, Londroes, 250-281,

Stolurz, Ay N, Lorm. 19086, Somalls vmbryeguneain  in
Yata nultaplication aned plant rugunuration from
fmmatufe wibryo  erplantsa of  bexaplold Triticude Cx

Tritjeosecate Wittmack), 2 Pllanzonzichis, 96, 393-362.

Stoskopl, N G, 1905, {epeal grpiln gropn, . Roston

Pubilishing QConpany, Ine. VYierginia, 22-45.

tveamdnathan, Mo S50 1004, Rice,  Sulentifis  Ap

rlaan. 290,
. 4

ey b v ML Ky, Bavaey, WY, Fram mingle Golln Lo

e Wyholoun Pubhicalaons, Londlres, 1-16.

ek, M, AL Heybawertsn, il Il;f\.u, 5. Jansens, M., De
Heucholeoayr, G, Dean, M, Zaboau, M., Yan Momtogu., ¥ J.,
Loevmais, 1987, Tranggenic  plants  protectod from inzect
wttack, Mabeies. 32t A3-3T.

Van  Larvbeke, N, O, Epglur, ™, Holzsteras. S, ¥Van  Den
Elnoachirr, b Zoenen, R A, tehilporoort, vy J.  Schell

RO Voag g e paunud 1 ERCS TR TRY

Lrrlprit

FRETY P8 9 B Y | crown telitnduaing ability

[TEENTR



39~

A0~

41.-

A2

43~

VYawil, 1. K. 1902, Somatic ombryogonasia and plant

<1

regenpration in cepronls amnd grasses, En; Prog, th |nu),

Copg, Plant tlasuye and gell guiturne, 101-104.

Vasil, !, K, 19P31, Regensratlon of plants froem =ingle
cellr of eoaronla and gransoesm. Cnt Ocnellg opklboeping in
sukaryolns, P, F., Lurnquin ¥y A, Kielnhofs (rds.) FPlenun

Mhlishing Gorporatlon. USA. 219-252,

VYaull, Y. o L K., V¥asil, 1902 Gharactarlzabtlon of  an
omhryogoenie anll suspension autLure darived from
cutturnd inflorescences of  Pontsebon amerieanum (Meapd

Hillot, Oraminoand, Amor, ], lob, 89, 19411449,

VYorgara, B, 5. 1979, Crecimlunto y desmarrollo  de 1a
planta.  Ern: Cultlye del  accoz.  Manual  de  preducecion,
Escunia de Agrlculbura, Univorsidad de Flllpinns,
EdlLarial Limusa, Maxicoe. 33-33.

wWalrlane, N, =& 1, K,, VYaull, 1903, Somnlic wmbryognnouin

in suUgarcans Saceharum offictparum L3 t. Thn
morphology am!t phyviology of callux formation and  Lhwe

ontognny of momatin emhryos. 'rotepliaums, 110, 169=-1R0,

Yang., A =, mwne, Callus inductlion and phant
regeneration  from malze maturs embryos,  Dlant  Cwoil

Repoirt.e, 6, 360=0100.



RN

48 .-

BT

5 -

-

w, D w1 K., Vil 1982, Somatlc embryogenesis  and

plant ruguneraLtion from inllorescuence sugmenls al
Bonglzatum pucpureuym Schum Shapiee or slephant  grazsd,

Plant Sclonee Lsllaps. 2850 §197=154,

Wareing, I, F. = L. D. J. Phillips. 1970, The control
of gpprowih pprd differentiation in nlants, Porgamon
Pross. Oxford. 47-70,

Woenzler, . y F.,, Motrns e 1986 Happing reglions of the
Malzu FITETE 3 capabiv wf prolifuvration in cultury,

Peotopbuma, 131, 103104,

wurnjehe, W. y R, Hrottell. 1W80. Somatic ombryogenuesis

teum SDopphum bicolor lowves. Natupe, 207, 138-1390.

Vornacke, W,y R, L. S, Deettoell. 1202, Morphogunusis
from cultured Juaf Lissus of Sorghum bicolor = Culture

inibjelion. Protoplasma. 111, 19-27,

Wornichks, W. K., Brettell, T, Wakizuka o I, Polryhua.
tvill. Adventitious cmibryoid amd root formation from rice

leaves., ¥ Prlazenphysigl. 104, 361-305



b R

S~

2.~

53.=

L

Warnicks, W, v .I... Milhoywiteg, 1w, Dovatapmenial

gradlonts in wieeal loavos - Ronuponne ol ieal' xegments in

Wirfarant, ‘nnﬁt.y'u'

d i cnl!.ur'-u.d " in vitno. 5L Tlant

Phynlol 1%, av-58, "

Wnrnicke, ! W, vy L. ,,-Hilkovu-g. 1906, The reganeration

- poLl.-nl.h‘li of y;!\nnb' shoot maristomx in Lhe peescence  and

abnence : of 2.-!-\iiulllorophnnnxv—ﬂcuLir. acid. Protopla

135 131-141,

Zarnen, 1,, M. Van Loreboke, H., Touchy, M., Yon

ManLagy vy J. Sechell, 1974, Supepcolled  clrcular DNA  iIn

crown gall  inducing  Agrol lum atralnn, [, Mol, o,

H6, 109-127.

Zamora, A. D, ¥ K. J, Saott, 1900, Callus formation dnd
plant  rogoneration from  wheal.  loaves. Plant  DGeiopce

Lotters, 29, 1N3-109,

Zimny, J. v H. Lorz. 1904, lant rogansralion and
tnit.lation ol cell nusprnmions from rool=-Lip darived
callus of Oryra <ablva L frice), Plant. Goll Repopts. 4.

ne=92



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Materiales y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Literatura Revisada



