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Resumen

La Kanamicina (Km) es un antibiético que se ha utilizado en la produccién de plantas transgénicas de arroz como agen-
te selectivo. En este trabajo se evalud la sensibilidad al antibidtico para callos derivados de semillas sexuales en cuatro
variedades colombianas de arroz (FEDEARROZ 2000, FEDEARROZ 50, FEDEARROZ 369 y CICA 8). Inicialmente se indujo la
formacion de callo en un medio especifico a partir de semilla madura, obteniéndose porcentajes de callogénesis mayores
al 90%. Posteriormente los callos son llevados a un medio de regeneracion en el que se presentan variaciones importantes
en el porcentaje de regeneracion, entre 62% (F2000) y 11% (F369). Se ensayaron 7 concentraciones diferentes de Kana-
micina, adicionadas al medio de regeneracion: 0 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L y 600 mg/L.
Se observd una respuesta diferencial al antibiético. Para F2000 y F369 a partir de 500 mg/L no registraron regenerantes,
mientras para F50 y CICA 8 fue desde 300 mg/L. En todos los casos se observaron regenerantes albinos.
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Abstract

Kanamycin (Km) is an antibiotic that has been used in the production of transgenic rice plants as a selective agent. In this
study, we evaluated the antibiotic sensitivity of seed derived callus in four varieties of colombian rice (FEDEARROZ 2000,
FEDEARROZ 50, 369 and CICA FEDEARROZ 8). It was induced callus formation from mature sedd in a specific medium, it
were resulting in percentages of callus formation greater than 90%. Later callus were subsequently taken to a regeneration
medium, which are important variations in the rate of regeneration, between 62% (F2000) and 11% (F369). Seven different
concentrations of kanamycin (0 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L, 300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/L and 600 mg/L) were tested
added to the regeneration medium. It was observed differential response to the antibiotic. F369 to F2000 and from 500
mg/L showed no regenerating, while for F50 and CICA 8 was from 300 mg/L.
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Introduccién

El arroz (Oryza sativa) es cultivado en 113 paises de
todos los continentes y es considerado como uno de
los cultivos de mayor importancia para la alimentacién
mundial, ya que es el alimento bésico de mas de la
mitad de la poblacion mundial, el 40% depende de
este para el 80% de su dieta (ONU, 2004; SMIA, 2006).
En Colombia en el 2010 se cultivaron 437.481 hecta-
reas de arroz en las 5 zonas arroceras (Centro, Llanos,
Bajo Cauca, Costa Norte, Santanderes) que produje-
ron 2.099.193 toneladas de arroz paddy seco. Los ren-
dimientos reportados para 2009 variaron entre 5,61
Tm / ha para la zona centro y 1,70 Tm / ha para la
zona del Bajo Cauca. Para el aino 2009 se registraron
importaciones por 96.561 toneladas de arroz blanco
(FEDEARROZ, 2011). Entre las técnicas biotecnol6gi-
cas que se proyectan aplicar para el mejoramiento del
arroz en Colombia, se encuentra la ingenieria genética
de plantas. Por medio de esta es posible introducir ca-
racteristicas deseables al cultivo. (Diago, 2005).

En la obtencién de plantas modificadas genéticamen-
te existen varias etapas en el proceso de produccién,
entre estas etapas se encuentra la seleccion de plantas
transgénicas. Como la transformacién ocurre a nivel
celular, puede suceder que los regenerantes estén
constituidos por una mezcla de células transformadas
y no transformadas. Se requiere de un sistema de selec-
cion que permita distinguir los individuos que han sido
transformados del total de regenerantes obtenidos. La
adicion de agentes selectivos en esta etapa es decisiva
para la identificacion de plantas potencialmente trans-
génicas (Penna et al., 2002; Miki & McHugh, 2004).

Para este propdsito han sido introducidos, junto al gen
de interés, un ndmero considerable de genes que son
denominados marcadores de seleccion. Estos genes
marcadores deben encontrarse ausentes en el geno-
ma de las plantas que se busca transformar y presentar
un efecto neutro sobre el metabolismo de estas. La
expresion de estos genes permite que las células trans-
formadas metabolicen el agente selectivo (Brasileiro &
Aragdo, 2001; Sundar & Sakthivel, 2008; Manimaran
et al, 2011). De acuerdo con el modo de accion del
producto génico respecto a la regeneracion de plantu-
las es posible establecer esta clasificacion: marcadores
de seleccion negativa y marcadores de seleccion posi-
tiva (Goldstein et al., 2005; Joersbo, 2001; Manimaran
etal., 2011).

Dentro de los marcadores de seleccion negativa se
incluyen los genes que confieren resistencia a antibio-
ticos y herbicidas. Los genes marcadores de seleccion
negativa permiten la sobrevivencia de las células ve-
getales transformadas en presencia de un agente de

seleccion, que inhibe el crecimiento de las células no
transformadas (Brasileiro & Aragdo, 2001; Jaiwal et al.,
2002; Miki & McHugh, 2004). Entre los genes usados
para conferir resistencia a antibiéticos se encuentran el
nptll que confiere resistencia a la kanamicina, cat que
confiere resistencia al cloranfenicol, hph que confiere
resistencia a la higromicina (Joersbo, 2001; Ramesh et
al., 2006; Sundar & Sakthivel, 2008).

El marcador de seleccién para antibioticos mas utili-
zado es el gen nptll que confiere resistencia a amino-
glicésidos analogos como Paromomicina, Geniticina
y Butirosina, los cuales no son usados a nivel clinico
(Mella et al, 2004; Sundar & Sakthivel, 2008). Fue
aislado del transposon Tn5 de E. coli y codificada la
enzima neomicina fosfotransferasa Il (nptll) que actda
sobre estos antibioticos, transfiriendo el grupo fosfato
del ATP a un grupo 3-hidroxilo de la porcion amino-
hexoxa de los antibiéticos aminoglicosilados, que son
detoxificados por fosforilacion. Asi mismo las plantas
transgénicas que expresan nptll pueden tolerar do-
sis toxicas de aminoglicosilados que en plantas no
transformadas son letales (Goldstein et al., 2005). Los
aminoglicésidos son antibiéticos que interfieren en la
sintesis proteica de mitocondrias y cloroplastos, que
resulta en la clorosis e inhibicion del crecimiento del
tejido vegetal (Goldstein et al., 2005; Sundar & Sakthi-
vel, 2008).

Ya que la seleccion de plantas potencialmente transgé-
nicas es una etapa esencial en la obtencién de plantas
modificadas genéticamente, el objetivo principal de
este trabajo es la obtencién de las concentraciones
minimas inhibitorias del antibiético Kanamicina en la
regeneracion de callos derivados de semillas de las
variedades colombianas de arroz FEDEARROZ 50, FE-
DEARROZ 2000, FEDEARROZ 369 y CICA 8.

Materiales y métodos

Material vegetal

El material de partida que se empleé fueron semillas
maduras de excelente calidad fitosanitaria. Las semillas
fueron descascaradas manualmente y se desinfectaron
en etanol al 70%, hipoclorito de sodio al 2% y Tween
80 (Saharan et al., 2004b; Meneses et al., 2005).

Callogénesis y regeneracion

Se indujo la formacién de callo a partir de semilla ma-
dura. En un medio MS se adicion6 acido 2,4-dichlo-
rofenoxiacético (2,4-D) 2,5 mg/L, prolina 500 mg/L,
acidos casaminos 500 mg/L, sacarosa 30 g/l y GELRITE
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2,5 g/l. Las semillas se mantuvieron a temperatura
de 28 °C +/- 2 °C y humedad relativa del 70% du-
rante tres semanas. Luego los callos formados fueron
sometidos a un periodo de desecacion de 48 horas
y llevados a un medio de regeneracion (MS basico,
Kinetina 2 mg/L, ANA 0,5 mg/L, prolina 500 mg/L, aci-
dos casaminos 500 mg/L, sacarosa 30 g/l y GELRITE 6
g/l), y mantenidos a una temperatura de 28 °C +/- 2
°C, humedad relativa del 70% y un fotoperiodo de 16
horas de luz y 8 de oscuridad. (Saharan et al., 2004a;
Saharan et al., 2004b).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Los callos obtenidos son transferidos a un medio de
regeneracion suplementado con diferentes concentra-
ciones de Kanamicina: 0 mg/L, 100 mg/L, 200 mg/L,
300 mg/L, 400 mg/L, 500 mg/Ly 600 mg/L. Para cada
concentracion se usaron 10 réplicas, cada una con 10
callos o unidades experimentales, para las cuatro varie-
dades de interés: CICA 8, F2000, F50 y F369.

Semanalmente se realizaron lecturas del estado vy
avance de los callos, tanto en la etapa de callogénesis
como en la de regeneracion donde los callos ya se
encontraban bajo condiciones de seleccion. La toma
de datos se hizo por un periodo total de 7 semanas, 3
semanas de callogénesis y 4 semanas de regeneracion
del material. Las variables consideradas fueron: por-
centaje de callogénesis, porcentaje de regeneracion,
porcentaje de regenerantes albinos, peso fresco vy
peso seco de los regenerantes. El diseno experimental
fue completamente al azar.

Andlisis estadistico

A los datos primero se les realiz6 un analisis descriptivo
para determinar su comportamiento. Este analisis permi-
ti6 determinar porcentajes de callogénesis, porcentajes
de regeneracion y proporciones de albinismo. También
se realizaron graficos Box-Plot, el cual es un gréfico des-
criptivo, que permitio ver la dispersién de los datos.

Adicional a esto se realiz6 un andlisis de varianza de una
sola via de clasificacion y se bloqueo por variedad, pre-
via revision de la normalidad de los datos; para esto se
procedié a correr una prueba Jarque-Bera, la cual con-
cluyé que no existe suficiente evidencia estadistica para
rechazar la hipétesis de normalidad. Por dltimo se calculo
el coeficiente de correlacion para las variables de peso
fresco y peso seco de cada una de las variedades.

Los datos fueron analizados empleando el paquete es-
tadistico R y la herramienta de hoja de célculo Excel
2007.

Resultados y discusién

Callogénesis y regeneracion

Los porcentajes de callogénesis fueron calculados a
partir de los datos obtenidos de la lectura a las tres
semanas de mantener las semillas maduras en medio
de induccion de callo.

Mediante el sistema de callogénesis empleado se ob-
tuvieron porcentajes altos de formacion de callo a par-
tir de semilla madura para las cuatro variedades. En
la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos. Los
porcentajes de callogénesis fueron superiores al 90%
en todas las variedades, F50 fue la que presenté mejor
porcentaje de formacion de callo con un 97% seguida
de F2000 con un 96%, CICA 8 con 94% y F369 con
93%. Se obtuvieron callos en un solo paso y en corto
tiempo comparado con otros sistemas de induccion
de callo (Meneses et al.,, 2005; Hoque et al., 2007;
Ikram-ul-Haga et al., 2009).

Tabla 1. Nimero de semillas, nimero de callos y porcentajes
de callogénesis por variedad de arroz.

Variedad Semillas | Callos | Callogénesis
F369 642 599 93,3 %
CICA 8 794 753 94,8 %

F 50 716 697 97,3 %
F 2000 777 747 96,1 %

Los porcentajes de callogénesis observados variaron
de acuerdo con el genotipo. Estos resultados fueron
acordes con lo que se ha presentado en otros estu-
dios, donde se evidencia las diferencias en la respues-
ta al proceso de callogénesis en arroz, en variedades
de la misma subespecie y entre subespecies (Pipatpa-
nukul et al.,, 2004; Xiaojia et al., 2006; Rachmawati &
Anzai, 2006; Yan et al., 2010; Aditya et al., 2004). La
callogénesis es, entonces, un proceso dependiente del
genotipo. Para las cuatro variedades se observé que la
formacion del callo, a partir del embrion de las semillas
maduras, se presenta entre el tercer y cuarto dia de ser
colocadas en medio de induccion de callo.

Los callos obtenidos en este estudio son derivados del
escutelo de las semillas y son embriogénicos, caracte-
risticas deducibles de las caracteristicas fisicas como
color amarillo claro o crema, de textura granulosa,
poco friables de contextura compacta y de apariencia
seca; estos resultados han sido reportados por otros
autores (Pipatpanukul et al., 2004; Xiaojia et al., 2006;
Rachmawati & Anzai, 2006; Yan et al.,, 2010; Aditya
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et al, 2004). Este tipo de callo es el mas apropiado
para los procesos de regeneracion (Qian et al., 2004;
Grewal et al., 2005; Yan et al., 2010).

Los callos fueron trasladados a un medio de regene-
racion y mantenidos en esas condiciones por tres se-
manas, al término de las cuales se tomaron los datos
para determinar los porcentajes de regeneracion. Los
porcentajes de regeneracion observados en las cuatro
variedades fueron variables, como se observa en la fi-
gura 1. F2000 presento el mejor porcentaje de regene-
racion con 62%, seguida de CICA 8 con 42%, F50 con
15% y finalmente F369 con un 11%. Estos resultados
muestran que la respuesta a la regeneracion de plan-
tas de arroz indica estd fuertemente relacionada a las
diferencias existentes entre genotipos, y que son mate-
riales que presentan serias dificultades en el momento
de la regeneracion, como lo han demostrado otros au-
tores (Hoque et al., 2007; Rachmawati & Anzai, 2006;
Khalequzzaman et al., 2005; Afolabi et al., 2008; Yan
et al., 2010; Ikram-ul-Haga et al., 2009).

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria

Para el andlisis de la respuesta a la regeneracion a par-
tir de callos sometidos a la presencia del antibiético
en las concentraciones de estudio, se emplearon las
siguientes variables: nimero de callos con regeneran-
tes, nimero de regenerantes, nimero de regenerantes
albinos, peso fresco y peso seco.

La respuesta al proceso de regeneracion fue comple-
tamente diferente en las cuatro variedades evaluadas.
De acuerdo con esta respuesta se determind la con-
centracion minima de inhibicién. El porcentaje de re-

generacion se calculé con base en el nimero de callos
que presentaron regenerantes y el nimero total de ca-
llos utilizados en cada tratamiento.

En la variedad CICA 8 se observé un porcentaje de
regeneracion del 42% en la concentracion de 0 mg
de antibidtico, este porcentaje disminuyé segtn iba
aumentando la concentracion del agente de seleccion
hasta que en la concentracién de 200 mg fue la dltima
concentracion en la cual se observé regeneracion con
un porcentaje del 1% (figura 2). Es claro que la concen-
tracion minima inhibitoria de la regeneracién para esta
variedad es de 300 mg/L de Kanamicina. Se observo la
presencia de regenerantes albinos en la concentracién
de 100 mg en un 21% (figura 3). La regeneracion se ve
fuertemente afectada por la presencia del antibidtico
en el medio y en las cuatro dltimas concentraciones es
inhibida por completo.

La variedad F2000 presenta el porcentaje de regenera-
cién mas alto que es de 62% en la concentracion de
0 mg, en general esta variedad presenta los porcenta-
jes de regeneracion mas altos en comparacion con las
otras variedades (figura 2). En esta variedad se obser-
vé regeneracion hasta en 300 mg (14%). La concen-
tracion minima inhibitoria fue de 400 mg/L (figura 2).
Se encontr6 presencia de regenerantes albinos en las
concentraciones de 200 mg y 300 mg con porcentajes
del 94% y 84% respectivamente (figura 3).

En la variedad F50 se observaron los porcentajes de re-
generacion mas bajos (figura 2) y la mayor afectacion
en el proceso de regeneracion. En la concentracion de
0 mg el porcentaje de regeneracién fue del 15% y en
la concentracion de 200 mg fue del 2%. La concentra-

Figura 1. Gréfica de los porcentajes de regeneracién para las variedades colombianas de arroz
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Figura 2. Grafica de los porcentajes de regeneracién en medio con Kanamicina para las variedades colombianas de arroz

cion minima inhibitoria fue de 300 mg/L. Se observé
la presencia de regenerantes albinos en las concentra-
ciones de 100 mg y 200 mg con porcentajes del 37%
y 33% respectivamente (figura 3).

F369 fue la variedad que mas tolerancia presenté al
antibidtico, pues se observaron regenerantes hasta en
400 mg de Kanamicina (figura 2). La concentraciéon mi-
nima inhibitoria fue de 500 mg del antibiético. Al igual
que en las demas variedades se observo la presencia
de regenerantes albinos, desde 100 mg hasta los 400
mg, con porcentajes desde 3% hasta 91% (figura 3).

Con los datos anteriores se pudo demostrar que indivi-
dualmente las variedades de arroz si se veian afectadas
en su capacidad de regeneracion de plantulas comple-
tas por la presencia del antibiético Kanamicina en el
medio de regeneracion. Adicionalmente, para deter-
minar si estadisticamente se podia encontrar evidencia
fuerte de que la presencia de antibiotico si afectaba la
regeneracion de plantas en las cuatro variedades de
arroz, se realiz6 una ANOVA y se encontrd, con base
en los resultados presentados en la tabla 2, que con
un nivel de significancia del 5%, el valor F tabulado es

Figura 3. Grafica de los porcentajes de regenerantes albinos en medio con Kanamicina para las variedades colombianas de arroz
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Fi622:005 = 2.549061 y ademas como el valor F calcula-
do F.=7.03416 es mayor que el tabulado, se concluy6
que la cantidad de antibidtico suministrado afecta el
porcentaje de regeneracion de las plantas. Ademas, las
variedades (bloques) difieren de manera significativa
debido a que el cuadrado medio es grande en relacién
con el cuadrado medio del error.

Segln los datos anteriores la Kanamicina es un buen
agente de seleccion que inhibe la regeneracion en las
variedades CICA 8, F2000, F50 y F369. El antibidtico
se puede emplear para seleccion en estas variedades
de arroz si se usa en el momento justo, en el tiempo
de exposicion y la concentracion adecuadas (Stark-Lo-
renzen et al., 1997; Huang et al., 2001; Ramessar et al.,
2007). La seleccion de regenerantes potencialmente
transgénicos de las variedades necesitara concentra-
ciones bastante altas, CICA 8 (300mg/L), F2000 (400
mg/L, F50 (300 mg/L) y F369 (500 mg/L), pero estos
resultados concuerdan con los reportes de Stark-
Lorenzen et al. (1997), Pipatpanukul et al. (2004) y
Ziemienowicz (2001). Este comportamiento se puede
explicar porque algunas plantas, entre ellas el arroz,
presentan una familia de genes que les confieren tole-
rancia a la Kanamicina (Rommens, 2006; Ziemienowi-
cz,2001; Aragao & Brasileiro, 2002).

Para las cuatro variedades la presencia de regeneran-
tes albinos fue una constante como consecuencia de
presencia del agente de seleccion en el medio (figu-
ra 3). En el tratamiento control sin Kanamicina no se
registraron regenerantes albinos. Estos resultados con-
cuerdan con el reporte de Stark-Lorenzen et al. (1997)
que muestra la presencia de regenerantes albinos en
arroz, y en altos porcentajes, después de periodos de
seleccion con Kanamicina. El albinismo en las plantas
puede ser el resultado del modo de accién del anti-
bidtico, que ataca los procesos de traduccién princi-
palmente en mitocondria y cloroplastos, afectando la

sintesis de proteinas (Brasileiro & Aragdo, 2001; Ara-
gdo & Brasileiro, 2002).

Las variables que se emplearon para estimar el creci-
miento y el desarrollo de las plantas regeneradas en las
diferentes concentraciones del antibiético Kanamicina
fueron peso fresco y peso seco. Al aumentar la con-
centracion de antibiético en el medio, tanto uno como
otro disminuyen (figuras 4 y 6), mostrando que el de-
sarrollo de las plantas es afectado por la presencia del
agente de seleccion en el medio. Este fue un compor-
tamiento que se present6 para las cuatro variedades
(CICA 8, F2000, F50 y F369).

En relacion con la variable peso fresco, el mejor com-
portamiento fue para la variedad F2000, que muestro
los mayores valores para todas las concentraciones del
antibiético, seguido de la variedad F50. Las varieda-
des F369 y CICA 8 presentaron los menores valores
y comportamiento similares. Esta respuesta debe ser
analizada con cuidado, porque puede estar mostran-
do tanto niveles de tolerancia a Kanamicina como una
simple respuesta al cultivo de tejidos. Asi, la variedad
F2000, que tuvo la mejor respuesta tanto en callogé-
nesis como en regeneracion, es la variedad que mejor
respuesta tuvo frente al antibiético si se consideran los
datos de peso fresco (figura 4).

El material que exhibié una mayor tolerancia al antibi6-
tico es F2000, pues presenté mayor dispersion en los
valores de respuesta, como un valor mayor de la me-
diana, representada por la linea negra dentro de las ca-
jas del “box plot” (figura 5). El comportamiento de F50
fue intermedio, mientras que los comportamientos de
F369 y CICA 8 fueron los mas bajos y similares. Para
todos los genotipos estudiados se registraron valores
atipicos que podrian ser explicados como efectos de la
variaciéon somaclonal en medios de seleccién o como
efecto de la variacion tisular intrinseca. Este analisis

Tabla 2. Datos del ANOVA que se realizé para la variable de regeneracién.

ANOVA REGENERACION

CdeV gl SC CM F Valor p
Especie 3 0,098067857 0,0326893
Tratamiento 6 0,353204464 0,0588674 7,03416 0,000281
Error 22 0,184113393 0,0083688
Total 31 0,635385714
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Figura 4. Peso fresco en mg de regenerantes derivados de callo en medios con Kanamicina (0 a 600 mg / L) de las cuatro varie-

dades colombianas de arroz

confirmé la tendencia mostrada por las variedades en
relacion con las otras variables analizadas.

Adicionalmente se realiz6 una ANOVA en busca de
evidencia estadistica mas fuerte que permitiera afirmar
con toda certeza que la presencia del antibiético y la
concentracion en la que este se encuentre en el medio
si afectan de manera significativa el desarrollo de las

plantulas regeneradas. Se encontré que tomando un
nivel de significancia del 5%, el valor F tabulado es
Fi6,22:005) = 2.549061, mientras que el valor F calculado
es F. =5.370283, y debido a que este ultimo es mayor
que el tabulado, se puede afirmar que existe suficien-
te evidencia estadistica para decir que la cantidad de
antibiético suministrado si afecta el peso fresco de las
plantas (tabla 3).

Figura 5. Box plot para peso fresco en mg de regenerantes derivados de callo en medios con Kanamicina (0 a 600 mg/ L) de las

cuatro variedades colombianas de arroz
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Tabla 3. Datos del ANOVA que se realizé para la variable de peso fresco.

ANOVA PESO FRESCO

CdeV gl SC CcM F Valor p
Especie 3 1111,762101 370,587367
Tratamiento 6 889,2406205 148,206770 5,370283 0,001513
Error 22 607,146522 27,597569
Total 31 2608,149243

Los datos que muestran el comportamiento de la va-
riable peso seco revelan el efecto de la Kanamicina
para todos los genotipos y en todas las concentracio-
nes (figura 6 y figura 7). El efecto de la depresion indu-
cida por el antibiético en el crecimiento de los callos,
medible en la materia seca producida, se mantiene
mas o menos estable en todos los tratamientos con
Kanamicina. En F369 y en CICA 8 el efecto es similar
en todas las concentraciones, en tanto que en F2000 y
F50 se presentan diferencias importantes entre los tra-
tamientos. El mejor comportamiento, en términos de
mayores valores de peso seco, es el de F2000, seguido
de F50 (figura 6).

El analisis del “Box Plot” muestra que la mayor me-
diana es para F2000, genotipo que presenta la mayor
dispersion en sus datos (figura 7). Esto parece indicar
que la mejor respuesta sigue siendo la de F2000, lo
cual podria indicar mayores niveles de tolerancia a

la Kanamicina para esta variedad. Le sigue F50 con
un menor grado de dispersion y finalmente CICA 8 y
F369 con valores de mediana similares y con el menor
comportamiento dentro del grupo de genotipos. Se
registraron valores atipicos para todos los genotipos,
aunque de manera marcadamente mayor para F2000.
Probablemente este hecho indica rangos de tolerancia
mas amplia dentro del mismo genotipo.

Igualmente se realizé6 una ANOVA en busca de evi-
dencia estadistica mas fuerte, y se encontré que to-
mando un nivel de significancia del 5%, el valor F
tabulado es Fi22005 = 2.549061, y como el valor F
calculado es Fc = 2.61307 y al ser este mayor que el
tabulado, se puede afirmar que existe suficiente evi-
dencia estadistica para decir que la cantidad de an-
tibiotico presente en el medio si afecta el peso seco
de las plantas (tabla 4). Con la evidencia anterior se
puede afirmar que la presencia del antibiético y la con-

Figura 6. Peso seco en mg de regenerantes derivados de callo en medio con Kanamicina (0 a 600 mg/L) de las cuatro variedades

colombianas de arroz
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Figura 7. Box plot para peso seco de regenerantes derivados de callo en medio con Kanamicina (0 a 600 mg/L) de las cuatro

variedades colombianas de arroz

centracion en la que este se encuentre en el medio
afectan de igual manera el peso seco como el peso
fresco de las plantas.

Adicionalmente si se calcula la correlacién entre las
variables peso fresco y peso seco para cada una de
las variedades, se encuentra que para las cuatro varie-
dades los coeficientes de correlacion son valores po-
sitivos cercanos a 1, lo que indica que la correlacién

entre las variables peso seco y peso fresco es alta, es
decir, que a mayor peso fresco el peso seco serda ma-
yor (tabla 5).

Conclusiones

De acuerdo con la respuesta que se observé en cada
una de las variedades de arroz, es claro que en la re-

Tabla 4. Datos del ANOVA que se realizé para la variable de peso seco.

ANOVA peso seco
CdeV gl SC cM F Valor p
Especie 3 13,53266496 4,5108883
Tratamiento 6 4,6326925 0,7721154 2,61307 0,045731
Error 22 6,500617786 0,2954826
Total 31 24,66597525

Tabla 5. Valores del coeficiente de correlacién de las variables peso fresco y peso seco, para las cuatro variedades colombianas de

arroz.

Coeficiente de correlacion peso fresco y seco

CICA 8 0,851192705
F2000 0,935898381
F50 0,846345743
F369 0,919067632
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generacion frente a las diferentes concentraciones de
antibidtico la respuesta es dependiente del genotipo,
ya que el comportamiento de la regeneracion fue dife-
rencial entre las cuatro variedades.

Se establecieron las concentraciones minimas inhi-
bitorias de la regeneracion para callos derivados de
semilla, de las variedades colombianas de arroz CICA
8, F2000, F50 y F369. Pero debido al alto porcenta-
je de presencia de regenerantes albinos en todas las
variedades, como consecuencia del antibiético en el
medio, no se recomienda el uso de Kanamicina como
agente selectivo en procesos de produccion de plan-
tas transgénicas de arroz en las variedades CICA 8,
F2000, F50 y F369.

De acuerdo con el comportamiento in vitro que pre-
sentaron las variedades colombianas de arroz frente
a la presencia o no del antibiético Kanamicina, se en-
contré que el mejor genotipo fue F2000, seguido por
F50. Las variedades CICA 8 y F369 registraron com-
portamientos similares que fueron los mas bajos den-
tro de los genotipos analizados.
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