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Se dice que una planta es haploide cuando ésta tiene 

el número gametofítico de cromosomas (Reinert y Balaj, 

1977). 

iNTRODUCCION 

Las ventajas inmediatas de experimentar con lon orga 

ninmos haploides son al menos don: a) Las mutaciones indu 

vidas en ellos son fácilmente detectables ( Carlson, 1973 ) 

y b) Mediante la duplicación de sus cromosomas se pueden ob 

tener lineas homócigas para los programas de formación de -

híbridos (Kasha y Kao, 1970). 

En la actualidad son dos los métodos que permiten -

una frecuencia relativamente alta de obtención de haploides. 

Estos métodos son: a) Eliminación de cromosomas por cru-

zas interespecificas y b) Cultivo de anteras. 

En la técnica de cultivo de anteras la intención es 

ajustar el medio y las condiciones de cultivo de tal manera 

que el polen mea inducido a dividirse (Sunderland, 1974). 

Dada la simplicidad de la técnica y las altas frecuencias 

de inducción en algunas plantas, se ha presentado gran inte 

rés en los haploides obtenidos con este método. 

Sin embargo, cuando se ha aplicado esta técnica de -

cultivo de anteras a diferentes especies y se han obtenido 

las plántulan correspondientes han surgido problemas como:-

a) Variaciones en la ploidia de las plantan resultantes; - 



b) Esterilidad de las plantas haploides; c) Altas frecuen-

cias de plantas albinas y d) Los bajos o nulos porcentajes 

de respuesta de inducci6n en las anteras.de algunos géneros 

en contraposición con los altos rendimientos de inducci6n -

en otros. 

Respecto a este último problema la diferencia resul-

ta aún más notable si se comprueba que se han utilizado los 

mismos medios y las mismas condiciones de cultivo y sin -

embargo, las respuestas son diferentes. 

Dentro de las plantas que presentan alta frecuencia 

de respuesta androgénica durante el cultivo pueden mencio - 

narse: 

Nicotiana tabacum, en donde 75 % de las anteras res-

pondieron en cultivo (Madrigal, 1978); 82 % según 

Weatherhead et al (1979) y 50 % según Sharp et al (1971). 

Licopea4icam e4cutentun con un 50 a 70 % sesún 

Gresshoff y Doy (1972a). 

Bna.51.41ca otenacca. con un 70 a 80 %según Quazi (1978) . 

Uta/La innoxia con 41. - 81 % según Sangwan - Norreel 

(1977) o con 45 % según Sopory y Maheshwari (1976a). 

Dentro de las plantas con bajas frecuencias de res -

puesta se pueden mencionar: 



Capaícum annaum con 1 % según George y Narayanaswamy 
(1973). 

Txitucum aebtívum con 2.19 - 3.1 % según Ouyang et 
al (1973), 1 % según Wang et al (1973) y 0.6 - 1.7 % según 
Bajaj (1977). 

Hondeum vulsahe con 1.1 % según González-Medina y -
Bouharmont (1978). 

Debe hacerse notar que González-Medina y Bouharmont 
(1978) mencionan que 36 - 73 % de las anteras de H. vutgaXe 
presentaban microsporas en diviuilln y sin embargo, el de - 
sarrollo de estas se detenía y solo se recuperaban de. 0.4ea 
2.6 % de anteras con callos. En el mismo sentido, Wang et 
al (1973) observaron que durante el cultivo de anteras de -
T. aeetivum 40 % de ellas presentaban polen multinucleado 
y solo 1 % de ellaá producía callosidades. Parecería pues-
que aun el polen de las especies con bajas frecuencias de - 
androgénesis presenta la capacidad de llevar a cabo esta. 

Exiute una creciente evidencia de que la pared de -
las anteras juega un papel importante durante la embriogéne 

uin a través del aporta de sustancias nutritivas'a los --
granos de polen. Esto se ha comprobado básicamente por los 
experimentos llevados a cabo con extractos de anteras 

(Sunderland, 1979 y Nitsch, 1974). 

El papel de la antera durante la embriogénesis lle - 
vó a Sunderiand (1974) a proponer un modelo que explicase -
las diferencian de frecuencias de androgénesis en plantas - 



como Data/La innoxía y Nícotíana tabacum de .alta frecuen 

cia de'respuesta y en cereales, de respuesta más baja como 

sería el caso de T. aebtivum. 

El modelo supone (Figura 1) la presencia de dos ele-
mentos. Uno sería la receptibilidad del polen (denominada 
P ) que se presenta durante el desarrollo y otro sería un 
factor de la antera (a) que al interactuar con el polen 
lleva o no a este a la androgGnesis. 

1a.Mitosis 

Meiosis 

T. acativum  

1 

figura 1. Modelo de Sunderland para explicar las diferen - 
ciau de respuesta de androg6nenin en diferentes tipos 
de plantas de acuerdo a Ya coincidencia o no de la re-
ceptividad del polen (P) y a los factores de la antera 
(a). Modificado de Sunderland (1974). 

N. tabacum  

V. innoxía 	Antflsis 

a 
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Así, Bunderland explica que los bajos rendimientos - 

de algunas plantas como T. aeativam 	se deben básicamente a 

que no coinciden P y a durante la siembra de las anteras y 

en el caso de los altos rendimientos de N. tabacum y D. 
innoxia se deben simplemente a uncí coincidencia de estos 	- 

factores. 

Se ha llegado además a la conclusión de que los pre-
tratamientos dados a las anteras influyen probablemente so-

bre las frecuencias de respuesta androgénica aumentando los 

factores favorables en la pared de las anteras. Más especí- 

ficamente, Duncan y Heberle (1976) sugieren que el papel 	-

del frío en el incremento de la respuesta se debe a la dis-

minución de la mortalidad de los granos de polen. 

La viabilidad del polen en el cultivo es un aspecto 

relativamente descuidado en los estudios de los factores 

que controlan la androgénesis no obstante existir eviden 

cien que sugieren que cuando se mejora la primera se presen-

tan incrementos en la segunda. Así Kitsch y Norreel 

(1972) encuentran menor mortalidad del polen en las anteras 

de D. innoxía asociado a un mayor inicio de embriogénesis 
(siguiendo el criterio de embriogénesis empleado por ellos). 

Sangwan-Norreel (1977) observa que los pretratamien-

tos incrementan la respuesta androgénica en V. innoxia, 
yendo esta respuesta desde 0.71 % en el testigo hasta 

8.61 % en el mejor tratamiento. Paralelamente observó 

disminucitnes en la mortalidad del polen que iban de 99.2 % 

en el testigo hasta 91.3 t en el tratamiento. 



Sunderland (1978) en N. .tabacum observé que las an-
teras sometidas a períodos de frío por 12 días a7 u8°C pre -
sentaban, al cabo de 9 días de cultivo, 26.2 % de polen via-
ble contra solamente 2.6 % en el testigo. Cuando se conta-
ron el número de embriones se observó que das anteras some-
tidas a frío presentaban mayor número de éstos. 

Replanteando el modelo de Sunderland (1974) y de lo 
dicho anteriormente puede llegarse a lo siguiente: 

De las observaciones hechas por González-Medina y - 
Bouharmont (1978) y por Wang et al (1973) con U. vatgah.e y 

T.aestívum respectivamente podría suponerse que si existe 
una receptividad del polen en las anteras de estas especies 
y que los bajos rendimientos en las mismas no podrían deber 
se a la ausencia de ésta. 

De los experimentos sobre la, viabilidad del polen -
durante el cultivo y como el mejoramiento de ésta incremen-
ta la respuesta androgénica de las anteras podría suponerse 
que la diferencia entre las plantas que presentan altas fre-
cuencias de androgénesis(N. tabacum ) y las que producen -

bajas frecuencias (T. aeativum) se deberían a que el polen 

en las primeras sobrevive más tiempo y en las segundas so-
brevive poco. 

En el caso de que esta última relación fuese verda-
dera, sería importante conocer los elementos que participan 
en el control de la viabilidad del polen, pues a través de 
su manejo existiría la posibilidad de aumentar la produc -
ojón de plantas haploides. 



De acuerdo a lo anterior los objetivos del presente 

trabajo son: 

1. Establecer la relación entre la sobrevivencia 

del polen y la respuesta androgénica en dos tipos de plan 

tas: N. Ubscum, la cual ha sido considerada como de alta 

frecuencia de respuesta y T.ae4tivum, que ha mostrado una 

respuesta pobre. 

2. Establecer los elementos que controlan la sobre-

vivencia del polen. 

3. Desarrollar una metodología que permitiese obte-

ner una respuesta a las interrolantes nue se plantean. 



II. REVISION DE LITERATURA. 

1. Definición y Utilidad de los haploides. 

Su dice que una planta es haploide cuando ésta tiene 

el número gametofítico de cromosomas (Reinert y Bajaj,1977) 

sin considerar el nivel de 	ploidla de la planta,es decir, 

poseen solamente la mitad del número normal de cromosomas - 

(Sunderland, 1971). 

Los organismos haploides son deseables al menos por 

dos razones: a) Las mutaciones inducidas en ellas son fa - 

cilmente visibles y b) mediante la duplicación de sus cro-

mosomas se pueden obtener individuos homócigos (Kitsch y - 

Nitsch, 1969). 

Dado el hecho de que la mayoría de las mutaciones -

son recesivas y se enmascaran en lora individuos diploides - 

(Durr y Fleck, 1980), los haploides, dada su condición ho - 

móciga simplifican la selección de los caracteres controla -

dos por eutos genes (Collins, 1977). 

Gresshoff y Doy (1972b) mencionan que en la biolo - 

gía molecular y la genética se han logrado avances especta-

culares en el conocimiento de rutas metabólicas y el con - 

trol de la expresión de los genes gracias a las tilcnicas de 

anllisis aplicadas a mutante de microorganismos haploides, 

tócnicas que no se han podido aplicar a celular; vegetales -

porque la fase haploide es corta y no se utiliza fácilmente 

por lo que la prolongación de esta fase podría permitir es- 



tos estudios. Un intento en tal sentido fue llevado a cabo 

por Carlson (1970) quién, utilizando como agente mutagénico 

etil-metano sulfonato, pudo aislar seis callos haploides - 

auxótrofos y regenerar cuatro plantas de ellos. Sin embar-

go, untos callos no eran auxótrofos verdaderos pues cre_ -
cían lentamente en medios carentes de una sustancia. 

Gresshoff y Doy (1972b) comentan que probablemente esto se 

debió a que Carlson partió de una especie poliploide. 

El cultivo de células haploides permitirá además se-

leccionar mutantes con: sobreproducción de metabolitos, ge 

notipos resistentes a herbicidas específicos, resistencia -.  
a stress del medio ambiente o resistencia a antibióticos 

(Collins, 1977)y -ya que es posible obtener una planta com-

pleta a partir de un grupo de células- producir posterior-

mente individuos completos con tales características ( Durr 

y Fleck, 1980). Una de estas posibilidades fue llevada a -

cabo por Carlson (1973), quien partiendo de plantas de N. - 

tabacum sensibles a la toxina de Pseadomonat tabaeí pudo 

obtener, induciendo mutaciones, callos haploides resisten -

tes a una sustancia análoga a la toxina producida por la - 

bacteria. Cuando obtuvo plantas completas éstas fueron re-

sistenteG a la toxina liberada por P. tabaeí, aunque no pre 

sentaban la capacidad para evitar la reproducción de la bac 

tenia ni para impedir la síntesis de la toxina. 

Los beneficios de la disponibilidad de plantas ha 
ploide se extenderían, a través de líneas homocigas, a 
plantas que 5e auto fecundan 	plantas de polinización cru- 

zada y plantas de propagación vegetativa. 



En plantas que se autofecundan • es importante la 

selección, por cruzas, de líneas puras de alta calidad. 	- 
Después de una hibridación la restauración de la homocigo - 

sis requiere de muchas generaciones (González-Medina y 	- 
Bouharmont, 1978 y Barclay, 1975). Clapham (1977) comenta 

que se requieren de 5 a 7 generaciones de autofecundación 

o tres años para obtener el individuo homócigo, tiempo que 
se reduciría a un año mediante la duplicación de los cromo-
somas de un haploide. 

En el caso de especies de polinización cruzada, como 

el centeno, la disponibilidad de líneas homócigas permiti -
ría también manifestar el vigor híbrido (Keller y Stringam, 

1978). Un caso semejante sería la auto.incompatibilidad en 
los frutales (Rajasekavan y Mullins, 1979). 

Hablando de especies propagadas vegetativamente como 

la papa (tatraploide, 2n = 4x = 48) la disponibilidad de in 

dividuos diaploides (2n = 2x = 24) permitiría que las cru - 

zas fuesen más fáciles, lo que llevaría a propagar este 	- 

cultivo por semilla para así evitar la transmisión de enfer 

medades vivales y manifestar además, el vigor hibrido 

(Keller y Stringam, 1978). 

En el caso de mejoramiento de frutales los haploi -

des serian útiles ya que en estas plantas las cruzas son di 

fíciles de llevar a cabo por los ciclos largos, por la natu 

raleza altamente heterociga de la mayoría de los frutales y 

por factores como la partenocarpia (Rajasekavan y Mullins,-

1979). 

Sin embargo, ninguna de estas tAcnican tendrá amplia 



aplicación hasta que los métodos para inducir gran cantidad 

de haploides en muchas especies no estén disponibles ( Gon-

zález-Medina y Bouharmont, 1978). 

2. Métodos para la obtención de haploides. 

El principal problema de los diferentes métodos de -

obtención de haploides -aparte la laboriosidad que cada -

uno de ellos tenga- es la frecuencia de haploides obteni -

dos. Dentro de estos métodos pueden mencionarse: a) apari 

ción espontánea, b) inducción por tratamientos químicos o -

físicos, c) polinización retardada y otros. Estos métodos 

se utilizan poco por las frecuencias bajas de aparición y - 

las dificultades para detectar loa individuos haploides 	- 

(Sink y Padmanabhan, 1977). De esta manera, Aalders (1958) 

intentó aislar haploides espontáneos de calabaza. Se espe-

raba que las plántulas haploides de calabaza tuviesen un -

crecimiento lento, cotiledones pequeños y delgados y una -

apariencia débil. Así, de 34,746 plántulas se selecciona -

ron 374 por este criterio y ninguna fue haploide. Cuando 

se varió el criterio de selección y se supuso que los em 

briones haploides debían ser pequeños y se extrajeron éstos 

y se sembraron, se consiguieron solamentede 0.35 a 1.2 % de 

monoploides. Contra lo esperado, los haploides obtenidos -

crecían normalmente y tenían apariencia de planta diploide, 

por lo que sólo se les pudo distinguir por eonteos cromosó-

micos. Se han reportado haploides espontAnnos de 8kassica 

campestx¿s y 8. napus (Keller y Armstrom, 1979). 

Existen, sin embargo, dos métodos que producen ma - 

yor frecuencia de haploides y que tienden a ser utilizados 



con preferencia. Estos métodos non: a) eliminación de los 

cromosomas por hibridación interespecífica y b) cultivo de 
anteras in vitho. 

En el primer método Kasha y Kao (1970) obtuvieron -
plantas haploides de Hohdeum vutgahe (autotetraploide) por 
medio de cruzas interespecíficas con H.bueboeum (tetraploi-
de). En la primera cruza se obtuvieron plantas diploides 

semejantes a H.vutgahe que produjeron semillas. Estas 
plantas diploides se cruzaron de nuevo con plantas diploi -

des de H.butbosum de aparición espontánea. Los embriones -
de estas cruzas eran abortivos, por lo que se les colocó en 

medio de cultivo. De esta manera se obtuvieron 23 plantas 

haploides semejantes a H.Idsahe . Kasha y Kao determina -
ron que no ocurriría partenogénesis, sino que si había fe - 

cundación y que los cromosomas de H. buebotum se eliminaban 
durante las divisiones del embrión. Utilizando el mismo - 

método Barclay (1975) pudo obtener haploides de Thitieum - 
mtivum (hexaploide, 2n = 6x = 42) mediante cruzas con H. 
butbosum tetraploide ( 2n - 48) y diploide ( 2 n = 24) y -

mediante el cultivo de embriones. Se obtuvieron 57 plantas 

haploides ( n = 21 ) de un total de 70. Las plantas no te-

nían ninguna característica de H.buebo4umpor lo que se supo 

ne que hubo eliminación de los cromosomas. 

En la técnica de cultivo de anteras in vitho la in - 

tención es ajustar el medio y las condiciones de cultivo de 

tal manera que el polen sea inducido a dividirse. Los gra-

nos de polen multicelulares pueden seguir dos caminos: a) -

desarrollarse de un modo organizado y producir embriones - 

con raíz y yemas 	o b) desarrollarse de una manera desorga 

nizada y formar un callo (Sunderland, 1974), Independiente- 



mente de la ruta de desarrollo que siga el polen se dice -

que ocurre la androgénesis. Aplicando esta técnica es posi 

ble obtener altas frecuencias de formación de plántulas ha-

ploides. Por ejemplo, Collins y Sunderland (1974), traba - 

jando con Nicotiana kgnightiana y N. taimondíi(diploides - 

ambas, 2n r. 24) obtuvieron un prOmedio de 10 plántulas por 
antera sembrada, aunque algunas produjeron hasta 400 plántu 

las en N.kgnightiana y casi 200 en N. xaimondii . Cuando 

se observaron 300 metafases para contar el número de cromo-

somas todos los casos mostraron el número haploide (2n = -

12). 

Se comprende así -dada la simplicidad y facilidad -

de las operaciones y la posibilidad de altas frecuencias de 

obtención- que a partir del trabajo de Guha y Maheshwari -

(1964) con D. innoxia se haya presentado un renovado inte - 

r6s por los haploides obtenidos por esta técnica. 

Sin embargo, al aplicar la técnica de cultivo de an-

teras in vitko y obtener las plántulas correspondientes han 

surgido problemas como: a) variaciones en la ploidía de las 

plantas resultantes; b) esterilidad de las plantas haploi 

des; c) altas frecuencias de plantas albinas y d) bajos o 

nulos porcentajes de respuesta de inducción en las anteras 

de algunos en contraposición con los altos rendimientos de 

inducción en otros. 
a) Variaciones en la ploidía de las plantas resultan 

En este caso se pueden mencionar los trabajos de 

Nishi y Mitsuoka (1969) quienes al regenerar plántulas de - 

proz a partir de callos encontraron que éstas presentaban 

variaciones de ploidía con números X, 2X, 3X y SX y cada 

una de ellas con diferente viabilidad del polen. 



Rajasekavan y Mullins (1979) obtuvieron solamente 

plantas diploides mediante el cultivo de anteras del híbri- 

do Vitis 	 iu 	. El único modo de saber si 
estas plantas eran homócigas y provenían Por lo tanto de la 

duplicación de los cromosomas del polen era observar si 

ocurría segregación en la descendencia. 

Bouharmont (1977) trabajó con anteras de Hotdeum - 
vagahe y observó que los callos obtenidos de la siembra -

presentaban divisiones de núcleos haploides, diploides, tri 

ploides y aún poliploides. Los núcleos no haploides en las 

microsporas se podía explicar por endomitosis o por fusión 

de los núcleos. En el caso de la cebada probablemente la 

mayor causa de poliploidía es la endoreduplicación, esto 

es, una endomitosis. 

En Datuna metel se obtienen de las anteras en cultivo 
70 % de callos diploides, 23 % de triploides y 7 % de ha -

ploides, a diferencia de Akabldopeíe thalíana donde sola -

monte 2.7 % de los callos son diploides ( Amos y Scholl, - 

1979). 

El género IlLeotiana epp es uno de los pocos donde se 
obtienen casi exclusivamente haploides. 

b) Esterilidad de las plantas haploidns. 

En la mayoría de los canos las plantas haploides 

son estériles, por lo que es necesario restaurar la condi - 

eión 2n a través de la duplicación de los cromosomas. 

Muchas veces en el caso de especies poliploides no es nece-

sario esto ( Collins, 1977). 

Se han utilizado varios m6todon para duplicar los 



cromosomas, algunos de estos son: Aplicación de qulchicina 
a las anteras antes de llevar a cabo la siembra do estas - 

(Sunderland, 1970) y duplicación espontánea durante el cul-

tivo de callosidades (Kockhar et al 1971). Este último mé-

todo se basa en la baja estabilidad cromosómica de los 

callos, lo que ocasiona la duplicación, aún hasta la poli - 
ploidía. 

2) Alta frecuencia de plantas albinas. 

Muchas de las plantas obtenidas durante el culti-

vo son albinas, caso muy frecuente en el cultivo de cerea - 
les (Dunwell, 1978). Así Scowcraft (1979) encontró que 	-

las plántulas obtenidas de anteras de arroz eran en su mayo 

ría albinas (75%). 

Chen (1978) menciona que las concentraciones de sa -

cerosa en el medio de cultivo puede influir en la propor - 

ción de albinos que se presentan, pues observó que las al - 

tas concentraciones de sacarosa en el medio aumentan el nú-

mero de plantas haploides albinas en anteras de arroz. 

No se conoce la causa del albinismo, aunque se cree-

que no es debida a la ausencia de proplastidios, sino más -

bien a la carencia de desarrollo de éstos (Scowcraft, 1979) 

Dunwell (1978) menciona que los proplastidios carecen de - 

ARM ribosomal y que hay ausencia de proteínas codificadas -

por el genoma del cloroplasto, no conociéndose si éste caro 

ce del ADN adecuado o si éste está reprimido. 

Varíacionel; en las frecuencias de inducción. 

A medida que se han sembrado anteras de diferen -

tes especies se ha observado que existen algunas cuya res -

puesta al cultivo se manifiesta en altas frecuencias de an-
drogénesis. Tal es el caso de Níeotiana tabaeum y Datuut 



meta. donde se han observado 45 - 80 % de anteras quo pro-

ducen embriones y plántulas en el primer caso ( Weatherhead 

et al 1979, Sharp et al 1971 y Nitsch y Nitsch, 1969 ) y 

41.1 - 81 % de anteras con embrión en el segundo caso 

( Sangwan-Norreel, 1977 y Sopory y Maheshwari, 1976a). 

Extrañamente, en estas especies se han reportado haploides 
naturales ( Sunderland, 1971). 

En el caso opuesto tenemos anteras de algunas espe - 

cies cuya respuesta androgénica es muy baja como es el caso 

de Zea maye , donde 0.17 - 1 % de las anteras producen 

callosidades (Brettell, 1980 y Sheridan et al 1980) y el de 

Tkitícum aebtivum, donde 1 - 3 % de las anteras producen 

callos ( Wang et al 1973 y Ouyang et al 1973 ). Más datos 

de respuesta de androgénesis en otras especies se resumen 
en el Cuadro 1. 

Es interesante recalcar con respecto a este proble - 

ma las observaciones que llevaron acabo Wang et al (1973) 
quienes encontraron que si bien solamente 1 % de las ante- 

ras producían callos, el 40 % de ellas producían polen 

multinucleado en los primeros días de cultivo. De esto se 

concluye que el desarrollo de la mayoría de estos granos 

multinucleados se inhibe después de varias semanas. En 

forma similar González-Medina y Bouharmont (1978) encontra 

ron en Hondeum vutgahe que 36 - 70 % de las anteras tenían 

polen en división. A los 30 días estos anteras morían; co 

so que no sucedía si eran transplantadas oportunamente á un 

medio fresco en donde recuperaban 0.44 - 2.66 % de anteras 

con callos. Finalmente, Bouharmont (1977), también en H.-

masa/te, observó que al menos SO % de las anteras mostraban 

hasta 30 % de microsporas con tres nricleos y que el nmmero 
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CUADRO 1, Respuesta androgénica medida como porcentaje de anterau que presentan - 
embriones, callos, etc, para diforenten enpecien. Nótese como a pesar del uso 
de medios de cultivo semejantes, enlates especies con altau frecuencias de reo 
puesta y enpeeieu con balas frocuenciae. Loa experimentos con Oortdeum vulga40 
podrían dar la clave de estas diferenciad, ya que González-Medina y Bouharmont 
(1970) sembraron enteras ainladan y Wi1.n 	11977)utilieó espigas completas en medioellquido. 



de éstos aumentaba a los 4 o 6 días de cultivo. Sin embar-

go, este desarrollo se detenía y sólo unas pocas enteras 

producían divisiones suficientes para formar un callo. 

Bouharmont concluye que no es dificil inducir la división -

en las microsporas y lo que ocurre es que éstas cesan y el 

callo pequeño degenera. 

Podría pues considerarse que aún en estas plantas re 

nuentes a la androgénesis existe la posibilidad de incremen 

tar estos rendimientos, por lo que el estudio de los facto-

res que controlan la androgénesis ín vitho y los mecanismos 

de acción de estos ofrecerían la posibilidad de resolver es 

te y otros problemas. 

3. Factores que inducen la androgénesis in Vitro. 

Dentro de los factores que se han manejado para la -

inducción de la androgénesis mencionaremos: 

• 

3.1 Medios de cultivo. 

3.2 Reguladores del crecimiento. 

3.3 Estado de desarrollo del polen. 

3.4 Estrategias de cultivo. 

3.5 Pretratamientos. 

3.6 Condiciones de desarrollo de la planta donado-
ra de las enteran y edad de la misma. 

3.7 Genotipo. 

3.8 Influencia de la pared de la antera. 



Una esquematización de la interrelación de estos fac 

tores durante el proceso de androgénesis se puedo observar 
en la figura 2. 

3.1 Medios de cultivo. 

Puesto que la observación original de Guha y 
Maheshwari (1964) se llevó a cabo utilizando un medio de 

cultivo definido, es natural que los esfuerzos posteriores 

a este tendiesen a mejorar este y otros medios hasta opti - 
mizarlos. 

La importancia del medio puede recalcarse si se hace 

notar que si las anteras de Datuha inuoxia se siembran en 

un medio más rico que el empleado originalmente por Guha y 

Waheshwari se observa mayor porcentaje de respuesta 

(Sunderland, 1971). 

Sin embargo, cada investigador utiliza una combina - 

ojón diferente de sales minerales y vitaminas. No hay ba - 

SOG racionales para esas diferencias, muchas de las cuales 

son triviales (Sunderland, 1974). En general en la actuali 

dad son preferidos lon medios de composición más rica a 	- 

aquellos -por comparación- más simples, como serían los - 

medios de White (1934, citado en Bouharmont, 1977) o el 	- 

empleado por Guha y Maheshwari (1964). Dentro de los prime 

ros están los diseñados por: Murashige y Skoog (1962) y. -

las diversas variantes de este (Linsmaier y Skoog, 1965; - 

Blaydes, 1966 y bourgin y Nitsch,•1969; citados en 

Sunderland, 1974); el medio utilizado por medio por Nitsch 

y Nitsch (1969) y recientemente, el medio N-6 para anteras 
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de trigo (Hu et al, 1978). 

De todos los componentes que intervienen en leo me - 

dios de cultivo resulta difícil establecer el papel de cada 

uno de ellos. 

Sharp et al (1971) encuentra que hay una relación en 

tre la concentración de sacarosa y la morfogénesis en Nico-

tíana tabacum. En Hohdeum vutganc se encontró que los me-

jores resultados se obtenían con 3 % de sacarosa 

(Bouharmont, 1977) y en T'Líticum vuegahe la concentración -

óptima fue 10 % ( Pan et al, 1975). Poco se conoce acerca 

de esta influencia fuera de que probablemente no solo inter 

venga como factor nutricional, sino también a través de la 

regulación de la presión osmótica ( Pan et al, 1975). 

El fierro parece ser de alta importancia, pues al -

disminuir. su concentración en el medio disminuye el porcen-

taje de enteras que produce plántulas. Si al medio origi - 

nal de Uha y Maheshwari se le adicionan mayores niveles de 

fierro, los resultados de androgénesis son mejores 

(Sunderland, 1971). 

El esquema se complica aén más cuando se agregan 	-

otras sustancias de composición desconocida como extracto -

de levadura, caseína hidrolizada, agua de coco (Sharp et al 

1971) o extractos de papa, tomate, rizoma de loto y sendos - 

permo lechoso de 41"r07, y maíz ( Hu et al, 1978). 

Se han manejado también reguladores del crecimiento 
pero estos se tocarAn en la siguiente sección. 



En determinado momento se aceptó que el medio de 
cultivo debía cumplir una función doble. Debía llevar a ca 
bo la inducción de la androgénesis y además debía de soste-

ner el crecimiento del polen después de esta. (Sunderland, 

1971). Sin embargo, la efectividad del medio como factor - 
inductor se pone en duda cuando se menciona que Nitach 	- 

(1970, citado en Nitsch, 1974 y un Sink y Padmanabhan, 

1977) mostró que el agua destilada con sacarosa y re en for 
ma quelada eran suficientes para desarrollar embriones a - 

partir de las microsporas de las anteras de tabaco. Esta -

evidencia y otras más (tratadas posteriormente) han llevado 

a Dunwell (1978) a sugerir que cualquiera que sea la natura 

leza del estímulo de inducción, éste no es dependiente, al 

menos en tabaco, de ninguna substancia suministrada al me -

dio de cultivo. Este es necesario solamente para el creci-

miento posterior del embrión. 

3.2 Reguladores del crecimiento. 

Para la mayoría de las especies se incluyen una 

auxina y una citocinina en ciertas concentraciones 

(Sunderland, 1973), 

Chu et al (1973) encuentra que las anteras de Tn - 

tícum vuesahe 	producían callos en presencia de 2,4-D y - 

plántulas si se utilizaba ATA y cinetina. En licopehaicum 

etcutentem 	Sharp et al (1971) encuentran que los resulta- 

dos óptimos se obtienen utilizando 2,4-1) y cinetina o ANA -
y cinetina. 

En Datuha innoxía la cinetina induce la división 



del polen y la cinetina y ácido indol acético inducen la - 

división de las paredes de la, antera (Sunderland, 1971). 

Raghavan (1978) menciona que las anteras HuOheyamnt 
noillex en un medio con 2,4-D conduce a la formación de 	-

callos. Si el medio carece de auxinas se forman plántulas. 

El caso más homogéneo de respuesta a las hormonas ve 

getales lo presentan las gramíneas, donde se ha sugerido -

que es necesario agregar auxinas al medio. Tal es el caso 
de la dependencia de 2,4D para las anteras de Thiticate 

(Ono y Larter, 1976); Secaba ceneate y Thiticate 

(Orlikowska, 1977); Thítieum aegí/opoidez y T . dicoecoíded 

(Fujii, 1970) y T.aeativum( Wang et al, 1973 y Bajaj, 1977) 

En general se requiere un alto nivel de auxinas en plantas 

que producen callos durante la androgénesis ( Vasil y 

Nitsch, 1975 citado en Orlikowska, 1977). 

Por otra parte, en plantas como Datuka innoxia, 

Sopory y Maheshwari (1976b) encontraron que ocurría andro -

génesis en presencia de auxina como ANA, donde 20.5 % de -

las antaras presentaban embriogénesia; 32 % con AIA y 42 % 

con tan El 2,4-D no produjo respuesta. Con giberelinas -

hubo 38 - 55 % de respuesta. Con citocininas hubo 48.7 % -

cuando se utilizó cinetina; 52 % con t►',  y 56 % con Zeatina. 

En el medio basal sin hormonas 111.1bodieuo 20 	de anteras con 

embriones. Sheridan et al (1980) encuentran que había re_- 

nultados en anteras de tea maye en medios quo tenían TIBA;-

2,4-D y TIBA; 2,4-D, TIBA y 813AP y cinetina. Lo único en - 

comln en estos medios era la concentración du sacarosa. En 
Nítotiana tangsdoW Durr y Fleck (1060) han obtenido ha - 



ploides en medios con y sin cinetina. 

Resultados semejantes a los anteriores han llevado 

a la conclusión de que algunas plantan no presentan un re - 

querimiento hormonal específico y que aén otras máa no re -
quieren de ninguna CSunderland, 1971). 

No se conoce la contribución que hacen las hormonas 

a los procesos de inducción (Sunderland, 1974) y es oportu-

no preguntar si pueden ser consideradas esenciales para el 
desarrollo de los embriones. 

Si se considera a las hormonas esenciales para la - 

embriogénesis los resultados obtenidos en anteras de espe - 

cies cuyos medios de cultivo no requieren hormonas solo pue 

den explicarse por la existencia de niveles internos de 

hormonas en las anteras ( Sopory y Maheshwari, 1976b), con-

clusión que apoya Sunderland (1974) argumentando que los te 

idos en senectud liberan hormonas y que las paredes de las 

.arteras envejecen rápidamente en cultivo. 

En caso de no considerar a las hormonas como esencia 

les entonces éstas serían importantes solamente en la fase 

de postinducción (Sunderland, 1974). Esta Gltima posibili-

dad resulta apoyada por el experimento con Hyo¿eyamub níget 

de Raghavan (1978). Como se mencionó, en H. niget la pre - 

sencia de auxinas conduce a la formación de callosidades y 

cuando ne omitían aquellas se formaban plántulas. Raghavan 

observó que las microsporas que daban origen a los embrio - 

nes se carm.terizabanpor carecer de vacuola y no tener depó 

sito de almidón. Estos granos de polen se encontraban 



siempre en la periferia de la cavidad de la antera, cerca -

del del tapetum. Cuando se agregaba 2,4-D al medio de cultivo 

se formaban callosidades a partir de microsporas que care - 

cían de vacuola y no tenían almidón, situándose en la misma 

posición que las que daban origen a embriones. Esto es, en 

los primeros estados de desarrollo de los callos las célu - 

las que les daban origen y len que originaban a los embrio-

nes eran las mismas. La influencia del 2,4-D solo se obser 

ve) hasta después de las primeras divisiones en que éstas -

eran desordenadas y no producían el arreglo polarizado del 

embrión. Raghavan concluyó que la auxina afectaba la forma 

ción de las nuevas células en granos de polen embriogenéti-
camente determinados de tal manera que hay error en la for-

mación de los embriones y ocurre la formación de callos. 

3.3 Estado de desarrollo del polen. 

Durante un trabajo con 27 especies de Micotiana en el 

quo se evaluaron varios factores como : Medios de cultivo, 
pretratamientos, época de floración y estado de desarrollo, 

Tomes y Collins (1976) concluyeron que éste último fue el -

más importante para determinar el éxito de la inducción. 

De manera aproximada el estado óptimo para la induc-

ción del polen en las enteras puede dividirse en tres gru 

pos: Clase I (premitótica) donde el estado óptimo se en 

cuentra después de la meiosis y antes de la primera mito 

nis; Clase II (mitótica) que responde justamente antes, du 

rente o justamente después de la mitosis y Clase III ( post 

mitótica) en donde el estado bicelular es el mejor 

(Sunderland, 1979). Desafortunadamente es difícil adscri - 



bir las respuestas de las anteras de los diferentes géneros 

exactamente en alguna de estas divisiones, aunque ni puede 

mencionarse un estado óptimo de respuesta. Así, Horner y - 

Street (1978a) encuentran que en Nícotiana tabacum cv. 

Barley las anteras de casi todos los estados de desarrollo 

del polen podían producir plántulas con un máximo en el es-

tado bicelular temprano. Sangwan-Norreel (1977) observó en 

Datuha innoxia que las anteras con polen antes de la mito -

sis y después de ésta respondían durante el cultivo. Cuan-

do estas mismas anteras se sometieron a un pretratamiento -

se encontró la respuesta óptima después de la mitosis, 

Chen (1978) encontró que el estado óptimo de las anteras de 

()miza sativa dependía de la concentración de sacarosa en el 

medio de cultivo. Cuando éste contenía 9 % de sacarosa el 

estado de desarrollo que produjo los mejores resultados fue 

el uninucleado temprano y cuando contenía 6 % el que mejor 

respuesta dió fue el uninucleado medio. En ambas concentra 

ojones de sacarosa el estado tardío dio respuesta, aunque -

muy baja (menos del 13%). Las respuestas obtenidas en ante 

ras más viejas se pueden deber a que el polen se retrasa en 

su desarrollo y que parte de éste aGn no alcanza el estado 

crítico al momento de la siembra (Sunderland, 1973). En el 

Cuadro 2 se presentan los estados de'desarrollo que produ - 

cen los mejores resultados en varias especies. 

3.4 Estrategias de cultivo. 

El método de siembra más comúnmente utilizado con-

siste en depositar las anteras extraídas de los botones flo-

rales.previamente esterilizados en el medio de cultivo sóli 

do. Sin embargo, se ha sugerido que las anteras pueden te- 



ESTADO DE DESARROLLO MEMO 

LycopeA4ícam e4catentam 
Thiticum acy¿topoide4 
Da-ticwn dicoccoide4 
Capeicton annuum 

Hyouyamua nigek 
Hyo.seyamm nigek 
Akabidoplia thanana 
Hohdeum yuLgake 

Sotanum tubekmum 
Vatuaa ínnoxia. 
Tkítica/e. 
Okyza tatíva 

Nicotíana tabacum 
Nicotiana tabacum 

Ba4tcy 
Nícationa panicatata 
Nicotiana 't tica 
Nicotiana eytyeata.ia  

Meiosin temprana (.Tétrada) 
Tétreda 
Tétrada 
Uninucleado temprano, poco después 
de la liberación de la tétrada. 
Tétrada o uninucleado temprano. 
Uninucleado medio. 
Tétrada y Uninucleado 
Uninucleado 

Uninucleado 
Uninucleado 
Uninucleado 
Uninucleado y Uninucleado tardío. 

POCO antes, durante y poco después 
de la primera mitosis. 
Binucleado temprano 
Binucleado 
Binucleado 
Binucleado  

Gr,ushoff y Doy, 1972a 
Fujii, 1970 
Fujii, 1970 
George y Nawayanaswamy, 
1973. 
Corduan, 1975 
Raghavan, 1978 
Gresshoff y Doy, 1972b 
Bouharsont, 1977 y Wilson, 
1977. 
Sopory et al 1978 
Sopory y Maheshwari,1976a 
Sun et al 1973 
Guha-Mukherjee, 1973 e 
Instituto of Genetics,1974 

Sunderland, 1973. 
Horner y Street, 1978a 
Temes y Collins, 1976 
Tomen y Collins, 1976 
Tomen y Collins, 1976 

CUADRO 2. Estados de desarrollo del polen de varias especies en el cual la siembra de 
las anteras produce una óptima respuesta androgénica. 



ner una influencia inhibitoria sobre el desarrollo del 	-
embrión por lo que es conveniente sembrar el polen aislado 

(Nitsch, 1977). Para llevar a cabo esto se desgarran las -

anteras y se filtran en un cedazo para retirar los restos -

de estas; se deposita el polen pOr centrifugación y se re-
suspende para posteriormente sembrarlo en medio líquido. - 

Técnicas como esta evitan la competencia del polen con los 

tejidos diploides de las anteras, permiten una fácil manipu 

lación del material para estudios bioquímicos y morfológi -

cos ( Nitsch, 1977) y permiten controlar y regular los fac-

tores que producen la androgénesin al eliminar la acción de 

los tejidos de la antera (Reinert et a1,1975). Una variante 

de esta técnica es la propuesta por Sunderland y Roberts. -

(1977), quienes aislan el polen aprovechando que algunas an 
teras presentan dehiscencia cuando se hacen flotar en un me 

dio líquido. De esta manera se evita la ruptura de las en-

teras y el posterior aislamiento. 

Sharp y Raskin (1972) propusieron la llamada técnica 

nodriza con Lieopen,sicum e¿eutentum. En esta técnica se de-
positó polen aislado sobre papel filtro que a su vez se co-

locó sobre anteras completas cultivadas en un medio sólido. 

Se supuso en este caso que las anteras donaban sustancias -
para el desarrollo del polen. 

rinalmente se puede mencionar una técnica que proba-

blemente de; la pauta de investigación en la formación de -

haploides de las especies de bajo porcentaje de respuesta. 

Se ha recurrido a la uiembra de espigas completas de 
Uouleum vuegahe en medio líquido (Wilnon, 1977 y Wilson et 
al 1970 y a siembra de espiguillas unidas a una porcidn de 



tallo de Fe.stsea ahundinaeea en medio sólido (Kaeperbauer, 
et al, 1980). 

Kasperbauer et al argumentan que los medios de culti 
vo de tejidos somáticos de gramineas han probado ser sufí -
cientes para el crecimiento de éstos. Sin embargo, el cul-
tivo de anteras de gramineas ha fracasado en los mismos me-
dios. Es probable -continuan- que estos medios sean defi 
cientes en algún factor que esté en el tejido somático, por 
lo que el cultivo nodriza podría mejorar la respuesta. 

Wilson (1977) confirma en cierto modo esta afirma - 
ción cuando observa que, en el cultivo de espigas completas 
de cebada, aquellas enteras que se desprendían de ésta a -
nivel del filamento y en los primeros estados de desarrollo 
cesaban su crecimiento. Wilson, (1977) concluye que el 
efecto de este tipo de cultivo parece depender, al menos 
parcialmente, de sustancias internas de la espiga. 

3.5 Pretratamienton. 

La idea general bajo la cual pueden aglutinarse los 
pretratamientos dador, al material antes o durante la siem - 
bra se debe a Nitsch (1974 y 1977). Las observaciones he -
chas por Nitsch durante el desarrollo embriogenático hicie-
ron que propusiese que había dos pasos durante la inducción 
de éste. El primero era modificar el desarrollo normal 	- 

del polen, esperando con esto lograr que se comporte como -
una célula somática que de origen a plántulas y el segundo 
era que el medio de cultivo debía suministrar los nutrien -
ten adecuados para el crecimiento del embrión. El evento - 



que utilizó Nitsch para provocar esta desviación del, de - 
sarrollo del polen fue el sometimiento a bajas temperaturas 
(-1.e 3 a 5°C por varios días). Sin embargo, existen otros 
pretratamientos que se mencionaran primero. 

González-Medina y Bouharmont (1978) sumergieron ante 
ris de cebada en una solución de 2,4-D por cinco horas an -
tes de sembrarlas. Hubo 1.1 % de anteras que formaron 
callos y O % en el control. 

Jensen (1974b, citado por Nitsch, 1977) señala que -
el efecto del frío puede ser sustituido por un incremento -
en la gravedad. Esto se comprueba cuando se observa que el 
polen de W...sgeveathiá es difícil inducir la división 	del 
polen en el cultivo. Si se aumenta la gravedad por centri-
fugación se incrementa el número de plantas productivas en 
el cultivo. 

Sangwan-Norreel (1977) considera que el corte de las 
anteras de la flor es ya un pretatamiento puesto que se su-
primen las relaciones fisiológicas de ésta con la planta. 
Además Sangwan-Norreel sometió las anteras de D.inuoxia a 
períodos de frío o a centrifugación ( 5 minutos a 150° ) o 
a ambas cosas a la vez y encontró siempre aumento de res -
puesta con respecto al testigo. 

Wilson et al(19713) cortaron plantas de Hohdeum vutga 

he al nivel del suelo y colocaron éntae en agua a tempera.. 
tura ambiente por 48 hrs. Observaron que las espigas some-
tidas a pretratamiento presentaban con mayor frecuencia al-
teraciones do la primera división mit6tioa consistentes en 



la formación de núcleos iguales o en cambios en lob planos 

de división. Cuando se llevó a cabo la siembra el medio de 

cultivo las anteras pretratadas produjeron de 5 a lo veces 

mayor respuesta que las enteran no pretratadas. Wilson et 

al (1978) concluye que, probablemente, al momento del corte 

hubo cambios en los niveles do hormonas como ABA, etileno y 

giberelinas; lo que alteró el patrón normal de desarrollo. 

Wang et al (1974, citado en Collins, 1977) reporta - 

ron un aumento en la embriogénesis en arroz cuando las ante 

ras se tomaron de inflorescencias tratadas con ácido 2-clo-

roetilfosfónico. 

Keller y Armstrong (1979) trabajando'con Bha.szíca - 
campedthi.5 encuentran que si las anteras se someten del a 3 
días a 35° C y luego en la siembra se colocan a25° C se pre 

renta un aumento significativo en el porcentaje de enteras 

que producen plantas (8.7 % ) con respecto al testigo 

(0.5 %). 

Los pretratamientos con bajas temperaturas sugeridos 

por Mitsch y Norreel (1972) se basan en trabajos como los 
de La Cour (1949) quién observó un TiLade4cantía bhneteata 
que las bajas temperaturas evitaban la polarización de cito 

plasma por gradientes de concentración de proteínas y RNA; 

lo que llevaba a modificaciones en la ruta normal de de 	- 

sarrollo formándose dos núcleos igualen. En algunas ocasic 

nes La Cour observó que algunos granos de polen se habían - 

dividido varias veces. 

A►rf, Nitach y Norreel (1972) encontraron que las an- 



teras de Datm4a issoxía en estado de mitosis producían 

21 % de anteras con embriones cuando se sometían a un pre 

tratamiento por 38 horas a 3° C. El testigo (48 hrs. a 

24°C) sólo produjo 3.2 % de respuesta. Cuando Nitsoh 

(1974) observó las anteras de p.issoxia con y sin pretrata 

miento al cabo de cinco días de cultivo encontró quo 

aquellas sometidas a frío presentaban 32 % de granos de po-

len con núcleos iguales y el testigo solamente 3 %. Cuando 

permitió que estas anteras siguiesen su desarrollo en el -

medio de cultivo encontró de nuevo mayor número de embrio - 

nes por antera y mayor número de anteras con embrión en las 

anteras sometidas a frío. Nitsch argumenta que estas obser 

vaciones apoyan la afirmación de que el primer paso en la - 

embriogénesis es la alteración de la división asimétrica 

del núcleo y que el frío provoca esta alteración. 

Se ha mostrado que en el momento de la mitosis el - 

frSo impide la migración del núcleo. Como resultado de es-

te, el núcleo se ubica en un lugar diferente y con los ejes 

del huso cambiados, dando origen a dos núcleos iguales, en 

vez de dos diferentes (Sangwan-Norreel, 1977). Se sabe 

ademán que nl frío inhibe la acción de los microtúbulos 

(flitneh, 1977). 

Sin embargo, Tomes y Collins (1976) con Nicotiasa - 

panicatata y N.hilatica ; Sunderland y Roberts (1978, cita-
do en Sunderland, 1.978) con N.tabaeum y Sangwan-Norreel 

(1977) con Datufla issoxía encuentran que los pretratamien -

ten de frío eran más efectivos en la inducción cuando se 

aplicaban a enteras que, o ya hablan sufrido la división o 

se encontraban en ella. Sunderiand y Roberts (1978; citado 

en Sunderland, 197(3) encuentran ademáu que los pretratamien 



tos a 7 - 9° C producían mayor número de embriones por ante-

ra que los pretratamientos a 5° C. 

Ante esto Sunderland (1978) piensa que ul hecho de -
que una temperatura alta (7 - 9° C ) sea más efectiva que -

una temperatura baja, quiere decir que no es el frío en sí 

el que aumenta la producción y del hecho de que este pretra 

tamiento sea efectivo después de la división asimétrica se 
sigue que el papel del frío no es producir una modificación 

de la primera división. 

¿ Cuál es entonces el papel de las bajan temperatu -

ras? La posible respuesta probablemente se había dado ya -

al mismo tiempo que los experimentos de inducción anterio -

res. 

Así, Duncan y Heberle (1975) mencionan que el polen 

de las enteras de Mai:mea/u sometidas a frío presentaban - 

después de 7 días de cultivo, 4- 40 % de polen muerto, en -

cambio el testigo presentaba 62 - 75 % de mortalidad. Como 

criterio de mortalidad se utilizó la apariencia vacía y 

arrugada del polen. 

En Nicotiana tabacum ,Sunderland (1978) por medio de 

conteos de viabilidad del polen con diacetato de fluorescei 

na reportó que a los nueve días de cultivo el polen de ante 

ras sometidas a pretratamiento presentaba 26.2 % de polen -

viable y sólo 2,5 % en el testigo. Cuando se cuantificó el 

número de embriones a los 35 % días se encontró que había -

465 embriones en el loto sometido a frío y 29 er► el con 

trol. 



Tomes yCollins (1976) recallan que cuando tometie -
ron a pretratamientos las antera° de Nicatiana pasi.culata y 
N. na¿tica no ocurría un incremento notable en el número de 
anteras que producían embri6n, pero que sí lo había en el -

número de plantas por antera. Tomes y Collins concluyen -

que en este caso el pretratamiento ( 4° C durante 48 horas) 

no indujo la división del polen sino que simplemente mejoró 

las condiciones de la antera para la producción de los 

embriones. 

Duncan y Heberle (1976) sugieren que el papel del -

frío en el incremento de la respuesta se debe a la disminu-

ción de la mortalidad de los granos de polen. 

3.6 Condiciones de desarrollo de la planta donadora de las 

anteras y edad de la misma. 

Probablemente los resultados obtenidos en la produc-

ción de haploides considerando las condiciones de desarro -

11.o de la planta donadora (luz, temperatura, sales minera. -

les, etc) y la edad de la misma sean los más conflictivos y 

en acordones francamente contradictorios, lo que hace difí-

cil, elaborar un esquema coherente que los explique. 

Dunwell y Perry (1973, citado en Sunderland, 1974) -

someten a plantas de tabaco durante su crecimiento a dos fo 

toperfodos; uno de 8 horas y otro de 16 horas de luz. Cuan 

do siembran las anteras de estas plantas encuentran que las 

que crecieron en períodos de ocho horas de luz muestran la 

mejor respuesta de las anteras y las que crecieron en perío 

dos do 16 horas muestran la mayor frecuencia de inducci6n.- 



Sin embargo, Kasperbauer y Collins (1974) concluyen que 	- 
aún cuando las plantas de Nicotina tahacum ne. cultivaron en 

diferentes fotoperíodos y diferentes temperaturas no hubo -

diferencias drásticas en la producción de haploides. 

Nitsch y Norreel (1972) mencionan que las anteras -

de D.innoxia crecidas a su temperatura óptima producían - 

el mayor porcentaje de anteras con embriones, Keller y 

Stringam (1978) en 8haó6ica napuó encuentran que había ma - 

yor producción de embriones en plantas que se crecieron de -

10 a 15° C que cuando se crecen de 20 a 25° C. 

Sunderland (1978) sometió a plantas de Nicotiana - 

tahacum a un déficit de nitrógeno desde el estado de plan 

tula. Cuando se sembraron las anteras se observó que las -

que provenían de plantas sometidas al déficit producían ma-

yor número de embriones por antera y mayor número de culti-

vos con embrión que la planta control. En forma opuesta, - 

Madrigal (1978) concluye, en Nicotiana tabacum también, -

que las enteras de las plantas fertilizadas producen más - 

plántulas que lau plantas sin fertilizar y que el número de 

enteras que producen embriones fue el mismo en ambas. 

La inflorescencia de tabaco en una panícula en raci-

mo. Las flores maduran desde la base hacia el ápices ( Ma-

drigal, 1978) por lo que es posible tomar yemas florales a 

diferentes edades de maduración de la inflorescencia. 

Sunderland (1971) concluye que las anteras tomadas 

en los primeros días de floración fueron mejoren en porcen-

taje de anteras con embriones ( 50 - 51.8 % ) que las toma- 



das a mayor edad de la misma ( 4.9 %) Kasperbauer y Wilson 

(1979) mencionan que se obtiene mayor éxito si se utilizan -

las primeras yemas florales quo ni se usan las yemas de - 

plantas que han estadonoreciendogurante algún tiempo. Con-

trariamente, Madrigal (1978) concluye que las yemas tomadas 

4 diferentes tiempos de maduracién de la inflorescencia no 

mostraron diferencias en la productividad en sus anteras -

atribuibles a la secuencia de la inflorescencia o la edad -

de la planta. Sunderland (197x►) menciona que la manipula -

ojón del medio ambiente en el cual la planta donadora crece 

modifique probablemente los niveles internos de hormonas en 

las anteras. 

3.7 Genotipo. 

Aún cuando se utilizan los mismos medios y las mis -

mas condiciones de cultivo se observan variaciones en la -

frecuencia de respuestas androgénica cuando se utilizan di-

ferentes especies de un género o aún cuando se utilizan di-

ferentes variedades de una misma especie. 

Dentro del primer caso tenemos loa experimentos 

de Fujii (1970) quien trabaja con TAitieum aegitopoidee y 

T. rnonococcus Cdiploideu), T. díeoecoideh y T. duhum ( te 

traploides ) y T. 4peeta y T. achtívum (hexaploides ) . So-

lamente T. acgilopoidel y T. dicoccoídeh produjeron res 

puesta. 

Amos y School (1978) trabajaron con Ahabidophie hpp. 

De cuatro especies utilizadas A. thatiana produjo ir 143 3 a 

86.7 % de enteras con callos y las otras tres solamente 	- 



de 0.04 a 0.1 % 

En el segundo caso tenemos trabajos como el de Maeda 

et al ( 1978) en E/tasa/Lía ghandí6toka quienes observaron -
que las anteras de la variedad Hoko-Wane producían 46.7 % -

de enteras con callos y la variedad Donner solo 5.9 %. 

Guha-Mukherjee (1973) en Otyza batíva observé que de 
20 variedades sembradas solamente 	9 de ellas presentaron 

androgénesis en un porcentaje que va de 0.3 a 26 %. 

Sheridan et al (1980) sembraron las anteras de 14 -

genotipos de Zea maw en medio N-6 y solamente 7 de ellos -
produjeron callos. 

Gresshoff y Doy (1972a) con anteras de Lycopentieum 

eacutentum obtuvieron callosidades de solamente tres razas 

de un total de 43. 

Bajal (1977) obtuvo respuesta en las anteras de 10 - 

cultivares de T.aeatívum 	de un total de 21. 

Gresnhoff y Doy (1972b) en Anabidopeit thatíana 	-

encontraron que de 17 razas en cultivo solamente tres res - 

pondieron. 

Sopory (1977) con clones dihaploides de Sotanum tu - 

beftoeum dividid el polen de éstos en tres grupos de acuerdo 

a su respuesta androgénica. 1n el primer grupo no hubo res 

puesta y degeneraba, en el segundo grupo hubo divisiones en 



el mismo, formándose 8 - 16 células y el tercer grupo que -

formaba embriones globulares. 

Estos problemas se presentan aún dentro de plantas -

con la que se han obtenido altas frecuencias de respuesta,-

como en el caso de Nicotiana tabacum . Estos medios en 

otras especies no resultan adecuados. 

Así, Tomes y Collins (1976) encuentran que en N. 

tabacum 	hay 69.5 % de botones que produjeron callo o 

plántulas contra 50.7 % en N.eylveht,d6 , 17.4 % en N 	- 

xilatica y 29.8 % en N.panicu/ata . 	Otras especies no pro- 

dujeron ninguna respuesta, como en el caso de N.otophoAa , 

N.miehisZi y N.lohgetianU . Tomes y Collins recalcan que 

las plantas que respondieron lo hicieron a diferentes tiem-

pos, en diferentes medios y en diferentes estados de de 

sarrolio del polen, además de que algunos produjeron ca 

líos y otros plántulas que a veces eran diploides y a ve 

ces haploides. 

El extremo de la influencia del genotipo se observa 

cuando ne trabaja con diferentes variedades de N.tabacum 

Collinn (1977) hace notar que N.tabacuti'?'Burley pro-

duce SO - 90 % de enteras con plántulas. Cuando se utiliza 

la variedad Red Runsian se obtiene solamente 2.6 %,)de res - 

puesta. 

Afín cuando no ue conoce cual sería la influencia del 

genotipo podría utilizarse como brand de investigaciones fu-

turas las observaciones de Orlikownka (1977) y Rajasekavan 



11, 

y Mullins (1979) quienes al trabajar con Triticale y cente-
no (Seca/e ce/tea/e) y Viti4 4pp respectivamente, concluyen 

que los híbridos eran más productivos en la respuesta andro 
génica. 

3.8 Influencia de la pared de la antera. 

Las principales evidencian de la presencia de una in 

fluencia de la pared de las anteras en la androgénesis se -

han obtenido de tres grupos de experimentos que son: Uso -

de extractos de anteras; experimentos con tejidos nodriza y 

experimentos que incluyen alteraciones a la pared de la an-

tera. 

Dentro de las evidencias con el uno de extractos se 

pueden mencionar trabajos como el. de Nitsch (1974) quien 

obtuvo extractos de anteras de Datuna innoxia cultivadas 

por una semana para mejorar la respuesta en cultivo de gra- 

nos de polen aislados. Cuando Nituch hizo un análisis de -

Ion extractos encontré que aquéllos que presentaban alta - 

acitividad inductora tenían altas concentraciones de serina. 

Cuando agregó este compuesto junto con glutamina e inosi 

tul recuperó los altos rendimientos en cultivos con polen -

aislado, aún sin los extractos. Sin embargo, Wernicke y 

Kohlenbach (1977, citados por Kasperbauer y Wilson, 1979) 

no pudieron detectar serina en extractos similares. En 

cambio, registraron altas concentraciones de asparagina; 

glutamina y prolina que, al ser adicionados al medio de 

cultivo fueron incapaces de ayudar al crecimiento de polen 

aislado, 
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Sunderland (1978) observó que los extractos de ente-

ras en embriogénesis estimulaban el desarrollo del polen - 

previamente liberado por antesis; de tal .manera quo ocurría 
un aumento del número de embrionon producidos. Cuando este 

extracto se hervía perdía sus cualidades y no se obtenía - 

respuesta alguna de embriogénesis. Cuando Sunderland agre-

gó cerina, glutamine e inostol, de acuerdo a la recomenda - 

ci6n de Nitsch, obtuvo de nuevo incrementos en la respuesta 

androgénica. 

Sunderland y Roberts (1977) trabajando con Nicotiana 

tabacum descubrieron que el polen aislado podía crecer en 
medios con glutamina, serina e inositol (Medio AGSI) y no -

lo hacía en el medio solo (Medio A). Cuando golocárón en el 

medio A anteras de tabaco éstas presentaron poco después 

antesis y el polen liberado sí creció en este medio aún 

cuando se habían retirado las anteras. Sunderland y 

Roberts concluyeron que las anteras que se habían establecí 

do previamente secretaren  sustancias hacia el medio que per- 

►n.itieron el desarrollo del polen liberado. Sugirieron ade-

más que el tapetum puede ser el causante de esta influen- 

cia ya que se cree que tiene un panel 	. nutritiva y 

que libera sustancias al ause~dr. 

Weatherhead y Menshaw (1979) analizaron los niveles 

de aminoácidos en anteras de Sotanum hpp eencontraron al -

tau concentraciones de asparagina, glutamine y ácido amino 
adipico. Cuando se agregó glutamina y asparagina en el me-
dio de cultivo; las enteran de 5.1Ahíjen4c mostraron forma 

ción de granos multicelulares y embiones. En cambio, cuan-

do ne agreg6 al medio de cultivo glutamina y ácido amino - 

adIpico las anteras de S..Stotongeham 	mostraron degenera- 



ción del polen. 

Los experimentos con cultivos nodriza fueron hechos. 

por Sharp y Raskin (1972) quienes;  sembraron anteras de Lyce 

peuieum eactaentum en un medio de cultivo sólidoi eneima de 
alteras se colocó un papel riltim esterilizado y luego sobre 

éste una suspensión de polen aislado. Obtuvieron de esta' -

manera la formación de clones. Se supuso que lea anteras -

juegan un papel nutritivo para el polen. 

Pelletier e Ilami (1972, citados en Sunderland,1974) 

llevaron a cabo experimentos con la transferencia de polen 

en estado de mitosis desde las anteras de un cultivo de ta-

baco a las anteras de otros cultivos. En muchos casos el -

polen extraño daba origen a plántulas. La antera nodriza -
podía ser sustituida por anteras de otras especies, tales -

como N.geutíoea y Petunia hylmida o aún por callos de péta-

los de petunia. 

Kasperbauer et al(1990) utilizaron anteras de Feetu-
ea aánndinneca unidas a una porción de panícula bajo la su-

posición de que el tejido nodriza contenía algrin factor ne-
cesario para el desarrollo del polen durante la androgéne -

sis in vi.tno. Cuando utilizaron anteras solas no hubo di-

visión del polen. Las anteras con una porción de panícula 
presentaron formación de plántulas. 

Los experimentos donde se muestra que una altera 	- 

ción de la pared de la antera modifican la respuesta andro-

génica se pueden ejemplificar con loe trabajos de Pelletier 

e Ilami (1972, citado en Sundorland, 1974) quienes en N . 



tabacum hallaron una correlación entre la respuesta de la -
antera y la velocidad de senectud de la pared de tinta. Cuan 

do se retardaba la senectud de la pared la respuesta andro-

génica se incrementaba. La respuesta más alta se obtuvo en 
anteras que permanecieron verdes la mayor parte del tiempo. 

Sopory y Maheohwari (1976a) en Vatuka innoxía obser-
varon que aquellas anteras que tenían mayor superficie de 

contacto con el medio y que no estaban incluídas en este 

presentaban el mayor porcentaje de embriogénesis. Cuando 

las anteras se hundían en el agar no había respuesta. 

Horner y Street (1978a) en N. tabacum llevaron a ca 
bo cortes en las anteras que dañaban a la pared de estas. -
Encontraron que entre más daño se producía a la pared de la 

antera menor era el porcentaje de respuesta androgénica que 

presentaba ésta y menor era la viabilidad del polen en el -

cultivo. Si el daño extremo-corte transversal a la pared -

de la antera-se posponía durante el cultivo por 6, 10 o 17 

días se encontraban con un aumento progresivo en la respues 

ta androgénica (12, 24 y 16% de las anteras presentaban, 

respectivamente, androgénesis). Horner y Street encontra 

ron ademán que el polen aislado de la antera podía sufrir 
embriogénenis ni se e:ttraía de las anteras después de un 
precultivo de 14 días. Si llevaban solamente cuatro días 

de precultivo no se producían plántulas. 

En contradicción -tal vez solo en apariencia- con 

el trabajo anterior, Raghavan (1978) encontró que las ante- 

van de Hijohcyams4 nígek 	seguían produciendo embriones aún 

cuando las enteras no seccionaban en cuatro partes y so 	- 



sembraban aparte. Sin embargo, Raghavan observó, que los -

granos de polen que daban origen a los embriones estaban -

confinados a la periferia del 16culo, cerca del tapetum. -

Raghavan recuerda de nuevo que se ha postulado al tapetum 

como una fuente de sustancias nutritivas para el desarrollo 
del polen. 

La aceptación de la pared de la antera como un teji-
do nodriza que nutre a través de la pared a las microsporas 

nos ayudaría a entender porqué las anteras de algunas espe-
cies como Nicontíana y DatuAa presentan androgénesis en -
medio tan simples como agua, sacarosa y agar ( Nitsch,1977) 

porque en el cultivo de polen aislado hay mayor éxito si -

éste se extrae de anteras pretratadas (Keller y Stringam, -

1978), porque algunas especies no requieren reguladores del 

crecimiento en el medio (Sunderland y Dunweell, 1974) y fi-

nalmente porqué" es necesario inducir una divisi6n excesiva 

de la pared de las anteras de plantas de hule antes de que 

se inicie la divisi6n del polen (Hu et al, 1978). 

Sundet.,land (1974) reunió las características de la -

influencia de la pared de la antera sobre la androgénesis -

en un modelo que ce reproduce en la Figura 3. En este mode 

lo Sunderland propone que existe una receptividad del po 

len (P) que interactGa con un factor de la antera que, de -

acuerdo al modelo, podría dividirse en dos componentes, 
uno a , que influye directamente sobre el polen y otro, O -

que se relaciona con el desarrollo de la antera. Con estos 

elementos Sunderland propone una explicaci6n a los diferen-

tes comportamientos de frecuencias de inducción en varias -

especies. Así, cuando coinciden todos los elementos (Caso 
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Figura 3. Esquema hipotético que explicaría las respues-

tas de las anteras en el estado de mitosis. La re - 

ceptividad del polen (P) y los factores de la ante-

ra u y B son máximos en I (D.filnoxía). TI caso II -

corresponde a cereales, el III a especímG no induci 

bien y el cano IV se aplicaría a anteraG de tabaco. 

:;underland, (1974). 



I) se- produciría una inducción y productividad 'óptimos. Es-

te sería el caso de Dattuct innexia . Cuando los factores - 

están ligeramente desfasados (Caso II) se produciría una 

inducción baja, como en los cereales y si lo están totalmen 

te no habrá inducción (Caso III). El caso de N.tabseum se 

explicaría por la coincidencia do don factores y el desfasa 

miento ligero de otro de ellos (Caso IV). 

4. Mecanismos de acción. 

Implicaremos dentro de los mecanismos de acción a -

aquellos hechos que nos ayudan a comprender que le ocurre -

al polen en el momento de la siembra; que posteriormente - 

lo llevan a dividirse y presentar androgénesis. Estos he - 

chos se han dividido en dos grupos: 

4.1 Cambios citoplásmicos en el polen durante 
la androgénesis. 

4.2 Dimorfismo del polen. 

4.1 Cambios citoplásmicos en el polen durante la androgé_ 

nesi.s. 

Cuando el polen se diferencia normalmente durante -

la primera mitosis mediante una división asimétrica se for-

ma una célula grande; con citoplasma denso y un núcleo pro-

minente; llamado célula vegetativa y otra célula más peque-

ña, con un nGcleo pequeño que se tiñe intensamente y con un 

citoplasma transparente, esta en la célula generativa. 



La célula vegetativa que dará origen al tubo políni.-

co, llega a ser muy activa metabólicamente. Su n4eleo en - 

grande, contiene un nucleolo bien definido y su nivel de -

ADN no cambia (Nivel 1C); presenta un citoplasma muy denso 

debido a una síntesis activa de proteínas y a la presencia 

de ARN y organelos. Esta característica del citoplasma pro 

voca que éste se tiña intensamente. 

La célula generativa, después de la primera mitosis, 

entra en profese por lo que su ADN se duplica (Nivel 2C) y 

en el caso de N.tabacwnpermanece en este estado hasta la fe 

cundación. No hay síntesis de proteínas ni presencia de - 

RNA en el citoplasma de la célula generativa (Sunderland, -

1971 y 1973). La diferenciación lleva entonces a una in --

terrupción de la síntesis del ADN y a una continuación de -

ésta en el caso de proteínas y ARN en la células vegetativa 

y a la inversa en la célula generativa (Sunderland, 1971). 

De acuerdo a Dunwell y Sunderland (1974a) cuando se 

siembran enteras de N.tabacum y se observan éstas dos o cin-

co díaa después de la siembra se encuentra que aparecen -

tres tipos de granos de polen. Don de ellos parecen haber 

seguido un desarrollo normal de maduración gametofítica y -

presentan inicios de germinación o depósito de almidón. El 

otro tipo de granos de polen presenta una célula vegetativa 

típica con un citoplasma densamente poblado de ribosomas, - 

mitocondrias, plastidios y retículo endoplásmico careciendo 

de almidón. Algunos de estos granos de polen presentan pe-

queñas vacuolas. Dunwell y Sunderland supusieron que estos 

granos de polen habían detenido su desarrollo. Sin embar 

go, cuando mueatrearon a los siete y ocho días de siembra 



(Dunwell y Sunderland, 1974 b) observaron que estos granos 
retardarios sufrían un cambio profundo en su citoplasma. 

Había reducción en el número de organelos y en ocasiones -
éstos se agrupaban alrededor del núcleo vegetativo, hacien 

do que el citoplasma permaneciese claro y no se Uniese -

con acetocarmín. A los doce días estos granos de polen mos 

traban este proceso degradativo más claramente, notándose -

que ya pocos organelos y ribosomas permanecían. 

Bhojwani et al (1973) detectaron este cambio en la afinidad 

del citoplasma de la célula vegetativa para los colorantes 

y notaron que esta característica precede a la división del 

núcleo vegetativo durante la embriogénesis. Bhojwani y 

sus colaboradores encontraron que en estos granos había 

una disminución de ARN y no ocurría síntesis de proteínas. 

Llamaron a estos granos embrio¿enéticon. En cambio, en los 

granos de polen no embriogenéticos loe niveles de ARN y pro 

teinas fueron los mismos que los correspondientes niveles -

granos de polen tomados in vivo durante la antesis. 

Poco después de la primera división del núcleo vege 

tativo Dunwell y Sunderland (1975) encontraron restaura-

ción de la densidad del citoplasma de las células hijas, 

y un incremento en el número de organelos, es decir, la 

primera división estaba acompafiada de una síntesis cito-

plásmica muy intensa pues había de nuevo mitocondrias, díc 

tiosomas y retículo endoplásmico. 	Así, la posibilidad -

de que el mecanismo de acción para la androgénesis inclu-

ya una dendiferenciación (Sunderland y Wicks, 1971) se re 

fuerza. Se sugiere que durante la inducción ocurre un 

reemplazo de un programa de desarrollo por otro, por lo -

que hay una degradación de los componentes del citoplasma 

y que ésto ocurre Pnto a una reorganizacióndelascélulasvege 



tativas cuando retornan éstas al estado mit6tico. No es 

.irrazonable suponer que los componentes degradados non 

aquellos que producen el desarrollo normal de polen 

(Sunderland y Wicks, 1971 y Sundorland, 1973). 

Dunwell (1978), en la misma línea, confirma que la - 

exposición de las anteras por 24 horas en inhibidores de -

síntesis de proteínas producían un decaimiento en la produc 

ción de plántulas. 

En el caso de que la primera división mitótica no -

ocurra en forma asimétrica y se produzcan dos núcleos igua-

les que den origen a embriones, Rashid y Street (1974) sugi 

rieron que en este caso el proceso degradativo de desdife - 

renciación puede llevarse a cabo más fácilmente ya que en -

el primer caso el citoplasma debe cambiar o desdiferenciar-
ne. 

Los trabajos anteriores, por ser muy consistentes, -

deben considerar hechos como la observación de Raghavan -

(1976) quien encontró que en las anteras de Hyoecyamu4 ni -

gen era el núcleo generativo el que se dividía para dar -

origen 4 la androgénesis. 

Una aportación en tal sentido fue llevada a cabo 

por Raghavan (1979) quien expuso anteras de Hyo.seyamu4 

sisen a 5-311 Uridina en un medio líquido durante una o dos 

horas. Despuls se extrajeron las anteras y se cortaron en 

cuatro. Una porción se fijó y otra se sembró en medio só-

lido. En el polen fijado en 5-3H Uridina se presentaba en 

ol núcleo. Cuando se observó el polen después de 5 días - 



de cultivo la 5-3H Uridina se encontraba en el citoplasma -y 
en núcleo.. Cuando se aplicó actinomicina-D al medio se ob-

servó que entre más se retardaba el momento de su aplica - 
ci6n mayor era el número de embriones producidos. Se con - 

cluyó que probablemente la síntesis de RNAm o ARNt era nece 
sario para la embriogénesis. 

4.2 Dimorfismo del polen. 

Durante el desarrollo normal invívo del polen pueden 

presentar ocasiones anormalidades. Hay dos anormalidades-

que son comunes en el proceso: a) división simétrica que -

produce núcleos semejantes y b) que en ocasiones pueden -

ocurrir divisiones suplementarias del núcleo vegetativo. Es 

tos granos de polen atípicos presentatuademás.un bajo conte 

nido de ARN y proteína, por lo que los colorantes citoplás-

micos no los tiñen. Se ha encontrado que estas divisiones 

atípicas ocurren en frecuencias bajas y sin embargo, hay -

agentes que pueden aumentar estas anormalidades como serían 

cambios de temperatura o el simple corte de las enteras 
(Dunwell, 1978). 

Como ya se dijo anteriormente, en Nicotiana tabacum, 

los granos de polen que se van a dividir durante la andro -

génesis presentan un citoplasma claro, con poca afinidad -

por los colorantes como acetocarmin y con bajos niveles de 

RIJA y proteínas (Bhojwani et al, 1973). 

Se ha concluido entonces que la desdiferenciación -

estructural observada en N.tabacum no es probablemente el 



resultado del cultivo, sino que en las anteras hay granos -
que prosiguen este camino aún in vivo y que eston compren-
den la población embriogénica (Dunwell, 1978) .1.0 anteriorsu- 

ere la existencia, de una predetnrminacibn. Las evidencias 
en este sentido soh varias, por ojcenplo: 

Dale (1975), trabajando en Nehdeum tnagahe observó -
que el polen binucleado presentaba un dimorfismo consisten-
te en que algunos granos de polen se teñían con acetocarmín 
y otros no lo hacían. Los llamó granos T y granos NT respec 
tivamente. Este dimorfismo en el polen no se observa en an 
teras en estado uninucleado. Dale observó que en 275 ante-
ras no sembradas se producían aproximadamente cinco granos 
de NT por antera y que en 249 enteras sembradasse producían 
2.6 callos por antera. Dale observó ademas que los granos 
NT se ubicaban con preferencia en el punto apical de la an-
tera. Cuando obtuvo la proporción de embriones que se pro-
ducían en la parte apical de la antera encontró que la ma - 
yoría de éstos estaban en esta posición. Se propuso enton-
ces que los granos NT y los embriones se derivaban del mis-
mc tipo de células. 

Horner y Street (1978b) trabajando con enteras madu-
ras de N.tabacam observan un dimorfismo de los granos de po 
len caracterizado por el tamaño de éstos. Se les denominó 
granos P (pequeños) y N (normales). Encontraron que la 	-

distribución de los granos P entre las anteras era muy va -
viable. Los granos P tenían un diámetro de 24,4 + 0.17 Pm. 
Los embriones obtenidos mediante la siembra de enteras mas 
jóvenes presentaban un tamaño de 24.:3 + 0,39 pm a diferen 
oía de los granos normales que medían 35 - 40 pm, Se con- 



cluyó que los granos P dan origen a los embriones, lo que - 

implica que la androgénesis esta potencialMente predetermi-

nada en la ontogenia del polen. Horner y Mott (1079) ano - 

tan además que los granos N de N.tabacum presenten almidón 

y se tiñen intensamente con acotocarmín y los granos P caro 

cen de almidón y el citoplasma se tiñe débilmente, }tomer 

y Mott encuentran que en ningún caso hubo un número de em - 

briones que excediera la media o el máximo de granos P, por 

lo que concluyen que el número de granos susceptibles de - 

llegar a ser embriogénicos se determina antes del corte de 

la antera y antes del cultivo in vithe . El hecho de que 

la frecuencia de los granos P varíe de uno a treinta por 

ciento implica la posibilidad de la influencia del medio 
ambiente. 

Sunderland (1974) y Sunderland y Dunwell (1974) men- 

cionan la existencia de un dimorfismo del polen en anteras 

maduras de Paeonia hybrida que afecta a 15 - 20 % de la po- 

blación de granos de polen y Sunderland (1978) menciona 	-

que se ha demostrado que este polen anómalo es la fuente de 

unidades embriogénicas producidas en cultivo. 

Contraria a esta posición están las observaciones -

de Bouharmont (1977) quien encuentra frecuencias muy altas 

de granos de polen en embriogénesis que no correlacionan 

con las frecuencias de granos de polen irrenulares y 

Dunwell (1978) quien señala que sometiendo a las espigas a 

pretratamientos es posible incrementar el número de granos 

embriogénicon por encima del número de granos dirmérficos 

evidentes en la antera madura. 



A pesar de esto, Sunderland (1978) concluye que se - 
ha alcanzado una situación en el cultivo de anteras que su-

giere que el polen en embriogénesis está predeterminado y - 
que el número de granos de polen competentes para la morfo-

génesis puede ser aumentada mán efectivamente por la mani - 

pulación de las plantas donadoras. El papel del cultivo -

-continúa- es visto ahora no como un vehículo de inducción 
sino como un medio de disparar el crecimiento. Tanto el me 
dio como la antera contribuyen a este mantenimiento. 

En el caso de N. tabacum en donde todas las anteras 
presentan granos P embriogénicos y sin embargo no se obtie-

nen 100 % de anteras con embriogénesis se explicaría esto - 

por la influencia de la pared de la antera (Horner y Mott,-
1979). 



MATERIALES Y MEMOS. 

1. Material vegetal. 

Se utilizaron plantas do tabaco (N.LeoZiana tabacum - 

L. Wisconsin 38) y de trigo (Thtitícum aeetivum 	L. var. - 

Era y Lerma Rojo). Las semillas fueron proporcionadas por: 

Dr. Remigio Madrigal, Depto. de fitotecnia, UACH y por los 

Drs. Héctor González Rosas y Alfonso Larquó del Centro de 

Genética y el Centro de Botánica del C.P., respectivamente. 

Las semillas de tabaco se sembraron en almácigos de plásti 

co de 36.5 x 25.0 x 8.2 cm y las semillas de trigo en reci 

pientes de plástico de 30 x 40 cm. Se utilizó suelo prepa-

rado con dos partes de tierra de monte y una parte de arena 

de río. Cuando las plántulas de tabaco alcanzaron un tama 

fío aproximadado de 4 a 5 cm. se transplantaron a recipien-

ten de 30 x 40 cm en número de dos por recipiente. En el -

cano del trigo se sembraron 10 semillas por recipiente. 

Ln el caso de tabaco se sembró un lote de 25 reci-

pientes y en el caso de trigo se hicieron siembras escalo-

nadas de ti a 10 recipientes cada una. 

Se utilizó fertilizante Verdor (15.3 - 19.6 - 15.3) 

el cual se agregó periódicamente. 

La siembra y crecimiento do las plantas se llevó a 

cabo en invernadero. 

7. Colecta del material. 



Durante la selección del material del cual tu óx -

traerían las anteras para la siembra se recurrió solamente 

a un criterio visual. 

Las anteras de tabaco utilizadas provenían de botones 

florales cuyos pétalos eran aproximadamente del mismo tama-

ño que los sépalos. La mayoría de las anteras tomadas de -

yemas en estas condiciones mostraron tener polen uninuclea-

do. 

Las espigas de trigo de las cuales se tomaron las -

anteras para la siembra presentaban la hoja bandera cubrien 

do a la espiga y con las aristas sobresaliendo 1 - 2 cm en 

la lígula. La mayoría de las anteras tomadas de espigas en 

estas condiciones presentaban polen en estado uninucleado -

temprano, tardío y en mitosis y binucleado. 

3. Determinación de la viabilidad del polen. 

Se hicieron pruebas previas para determinar el colo-

rante que se usarla en los conteos de viabilidad del polen. 

Se consideraron tres colorantes posibles: El azul de 

Evans (Gaff y Okong'o-Ogoia, 1971); el colorante propuesto 

por Alexander (1969) y el cloruro 2,3,5-Trifeniltetrazolio 

en la forma recomendada por Vieitez (1952). 

Después de las prueban secesarias(ver 	- - 

resultados) se eneortic; pira medir la viabilidad del 

pulen el colorante Azul do Evasu en la concentración de 

0.25 % recomendada por Gaff y Okengto-Ogola (1971) en saca-

rosa 0.2 M. Este colorante indica la viabilidad de las cé- 



lulas a través de que éstas cuando están intactas, non -

impermeables al colorante y permanecen de color claro sobre 

un fondo azul intenso, lo que permite distinguirlas lácil-

mente. Cuando se dañan las células penetra el colorante y 

éstas toman un color azul. 

Para llevar a cabo los conteou se colocó una gota -

de Azul de Evans en el portaobjetos y sobre ésta las ante-

ras. Con una aguja de disección de punta delgada se sec-

cionaban varias veces las anteras procurando expulsar las 

microesporas. 

En el caso del trigo no era necesario retirar los 

restos de las anteras y se colocaba inmediatamente un cu-

breobjetos. En el caso de las enteras de tabaco se retira 

ban los restos de éstas con unas pinzas de relojero y se co 

locaba entonces el cubreobjetos. 	Se hizo el conteo del - 

námero de granos de polen vivos y muertos en el mocroscopio 

óptico a un aumento de 100 x. Para los conteos se utilizó 

un contador manual de dos teclas, una de ellas se asignó -

al conteo de granos vivos y la otra al de granos muertos. 

De cada antera de trigo se contaron como mínimo 250 granos 

de polen y para las enteras de tabaco un mínimo de 1000 -

granos. 

4. Curvas de coeficiente de variación. 

Puesto que se quería saber la respuesta de viabili 

dad de las anteras durante el cultivo se hacia necesario 

partir de la viabilidad conocida de un grupo de ellas. 



Se decidió que el grupo de anteras del que ne par - 

tiría sería aquél que se extrajese de una espiga en el caso 

del trigo y de una yema floral en el caso del tabaco. Fue 

necesario entonces conocer el tamaño de la muestra pera una 

espiga y para una yema floral, es decir, cuantas anteras de 

una espiga y de una yema floral en necesario contar para co 
nocer la viabilidad del polen. 

Para determinar el tamaño de la muestra se utilizó -

el método de reducción del coeficiente de variación al 

aumentar el tamaño de la muestra ( Muñoz, 1980). 

En el caso de la determinación del tamaño de muestra 

para las espigas de trigo se procedió de la siguiente mane-

ra: Debido a la diferencia de tamaños de las espiguillas - 

basales y superiores se desechaban de 3 a 5 de ellas de ca-

da extremo y se dejaban las centrales. Estas se numeraban 

progresivamente desde la base hasta el ápice. Posteriormen 

te se contaba la viabilidad del polen de dos anteras de ca-

da espiguilla. Las dos anteras que se contaban correspon - 

dían una a cada una de las dos florecillas más externas de 

las espiguillas, desechándose el resto. En este estado de 

desarrollo las espiguillas constaban por lo regular de tres 

florecillas grandes por lo que se desechaba la intermedia. 

Los datos de nGmero de granos de polen vivos y muer-

tos para cada antera se iban anotando en tablas como la que 

su muestra en la Figura 4. 

Una vez obtenidas las cantidades do granos de polen 

vivos y muertos para todas las florecillas consideradas se 
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FIGURA 4. Conteo do la viabilidad del polen en las espi-

guillas centrales de una espiga de trigo. Sc obte - 

nlan con estos valoren una 51 y un C.V. para la espi- 

ga en conjunto. Poster• °mente se determin6 el toma-
/o de la muestra. 



obtenía la media de viabilidad de la espiga y su coeficien-

te de variación (C.V.). Las mediciones anteriores se hicie 
ron para 10 espigas de la variedad Lerma Rojo y 9 de la va-

riedad Era. Una vez obtenidos lon datos anteriores se pro-

cedió a determinar cual era el número mínimo de espiguillas 

que debían contarse para obtener un C.V. semejante al que 
se obtenía cuando se contaban todas las espiguillas. Pues-

to que se habían numerado las espiguillas; mediante una ta-

bla de números al azar se hicieron grupos de 2, 3, 5 y 7 es 

piguillas que representaban 4,6, 10 y 14 enteras respectiva 

mente. De cada grupo de espiguillas se obtuvo una media de 

sobrevivencia y un C.V. Este procedimiento se llevó a cabo 

para las 10 espigas 'de trigo Lerma Rojo y las 10 de Era y -

los resultados se anotaban en tablas como la que se presen-

ta en el Cuadro 3. Finalmente, ne procedió a trazar gráfi-

cas en las que se señalaron el número de unpiguillas conta-

das y su respectivo C.V. obtenido. El tamaño de la mues-

tra óptima estaría representado por el punto de inflexión -

de la curva (Muñoz, 1980). 

Para la determinación del tamaño de la muestra de - 

las enteras de tabaco se siguió un procedimiento semejante 

al que se llevó a cabo para el trigo. En este caso no se -

eliminaron enteras de las yemas florales. Se contaron los 

granos de polen vivos y muertos de todas las enteras (5) de 

varias yemas florales y se obtuvo una media y un coeficien-

te de variación para cada una. Los resultados obtenidos en 

f'stou conteos hicieron innecesario obtener gráficas de n/me 

ro de anteras utilizadas vs. C.V. como se señala posterior-

mente en los resultados. 
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CUADI-Ci 3. Cálculo del coeficiente de variabilidad para un neimero creciente de espigui-flan. Las espiguillas utilizadas se escogen por tablas de nrineron al azar. 



5. Siembra de las anteras. 

Para la siembra de las anteras de trigo se procedió 

de la siguiente manera: Tres días antes de la siembra se 

cortaban las espigas por debajo do la hoja bandera y se co 

losaban en un matraz con agua. Una vez en el laboratorio, 

se les despojaba de la hoja bandera y se envolvían en papel 

aluminio y se colocaban de nuevo en agua. El matraz con -

las espigas se metía al refrigerador durante los tres días 

siguientes a una temperatura de 3 a 5° C, para someterlas 

a pretratamiento. Al cabo de los tres días se sacaban las 

espigas y se desinfectaban con hipoclorito de sodio al 2 6 
4% durante 15 minutos. Posteriormente, en una cámara de -

flujo laminar Vecco se enjuagaban tres veces con agua desti 

lada esterilizada y se pasaban a una caja de Petri también 

esterilizada. Después con unas pinzas de relojero se reti- 

raban, por lo dicho anteriormente, las espiguillas basales 

y superiores y se desechaban; luego se procedía a extraer -

las anteras y a sembrarlas en el medio de cultivo contenido 

en cajas de Petri de 9 cm. de diámetro. Las anteras se ino-

cularon en el medio de cultivo en el mismo orden en el que 

fig extraían de la espiga, por lo que se siguió el sentido -

de las manecillas del reloj en el medio de cultivo, con el 

fin de indicar las anteras basales y superiores. Las ante-

rau se sembraron en parejas de tres para indicar las corres 

pondientes a cada espiguilla. Una esquematización de tal -

procedimiento se observa en la Figura 5. Una vez llevada a 

cabo la siembra; se tomaban al azar dos anteras de cada es-

piguilla hasta completar el número de anteras necesario pa-

ra conocer el porcentaje de viabilidad del polen al inicio 

de la siembra Estas anteras ne colocaban en otra caja de -

Petri con un papel filtro húmedo y se procedía a contar. La 
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FIGURA 5. Siembra de las antaras de trigo. Sólo se utilizaron 
las anteras de las florecillas externas. Durante el mues 
treo se tomó al azar una antera de cada florecilla hasta - 
completar el tamano de la muestra adecuada. 



caja de Petri con el medio de cultivo y non las anteras res 

tantea se selló con parafilm para evitar la desecaeibn y'` 
se se incubaban en cámaras de crecimiento W4rren Sherur-Kysor 

a una temperatura de 28°C, intensidad luminosa do 3000 lux 

y con un fotoperíodo de 16 horas de luz. Al cabo de cierto 

tiempo en cultivo se extrajo de nuevo, en la cámara de flu-

jo laminar, otro grupo de anteras y se llevó a cabo un se-

gundo conteo de viabilidad del polen. Con los datos recogí 

dos se obtuvo una media de viabilidad inicial y final para 
cada espiga. 

Se sembraron 10 espigas de cada variedad de trigo -
(Era y Lerma Rojo) para tres medios de cultivo diferentes 

(factorial de 2 x 3). Los resultados se indicaron para ca 

da medio como la media inicial y final de 10 espigas y con 
su desviación (desviación de las medias). 

Para la siembra de las anteras de tabaco se siguió 
cal siguiente procedimiento: Las yemas florales de tabaco 

no se sometieron a un pretratamiento de frío una vez colee 

teclas y previa desinfección se sembraban directamente en 

el medio do cultivo. El medio de cultivo estaba servido -

también en cajas de Petri. Para la desinfección de las 

yemas florales se siguió el mismo procedimiento que en las 

espigas de trigo. Para la siembra se extrajeron las ante-

ras de las yemas florales con unas pinzaá de relojero bajo 

la corriente de aire estéril de la cámara de flujo laminar. 

Lan enteras se colocaban en el medio de cultivo en filas de 

5 para identificar las anteras de cada. yema floral. En ca- 



da caja de Petri se sembraban de 6 a 7 yemas florales, una 
esquematización de este procedimiento se observa en la figu 

ra 6. En el caso del tabaco no se cont6,la viabilidad ini-

cial del polen por motivos que se justifican más Adelante - 

(Ver resultados). Una vez sembradas varias cajas de Petri 
se procedió a sellarlas con parafilm y a colocarlas en las 

cámaras de cultivo, en las mismas condiciones que las siem-

bras de trigo. Al cabo de cierto número de días se extrajo 
en la cámara de flujo laminar cierto número de anteras de - 

cada yema y se contaba la viabilidad del polen. 

Para el tabaco sólo se probó una variedad de éste -
(W38) y sólo un medio de cultivo. 

Los resultados se reportaron como la media, desvía - 
ción y C.V. de un grupo de yemas florales. 

G. Medios de cultivo. 

Para la siembra de las anteras de trigo se prepara -
ron los medios N-6 (HuHanet al 1978); Murashige y Skoog 

(1062) con las concentraciones hormonales y de sacarosa 

sugeridas por Wang et al (1973) y que fueron: 2 mg/lt 

2,4-D y 3 mg/lt de cinetina y 6 1, de sacarosa y finalmente, 
• el medio de Murashige y Skoog (1962) con los aditamentos y 

concentraciones hormonales sugeridas por Ouyang et al 

(1973) y que consisten en lo siguiente: ADN hidrolizado -

(60 mg/lt), lactoalbúmina (300 mg/lt), 0.7 mg/lt de 2,4-D y 

10 % de sacarosa. No se aumentó la concentración de Tiami-

na-HC1 (0.4 mg/lt) sugerido tambi6n por Ouyang et al (1973) 
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Para la siembra de las anteras de tabaco @é utilizó 
el medio de Murashige y Skoog (1962) con las modificaciones.  
señaladas por Madrigal (1978) y que consisten en lo siguien 
te: En mg/lt, sacarosa, 30,000; ácido bórico, 3; bencilade 
nina, 0.03; tiamina HC1, 1000; i-inositol, 15,000; PVP - 10 
(Polivinil Pirrolidona, P.M. 10), 1,000; PVP - 44, 30,000 ; 
pirogalol, 100; urea, 30; y ácido nordihidrocuaiarltico 
(Nordihydroquaiaretic acid). 

En todos los casos el pH del medio fue llevado a 5.8 
con NaOH y HC1 1N. Se sirvieron 16 ml del medio en cajas -
de Petri de 9 cm. de diámetro y no esterilizó en autoclave 
a 1 kg/cm2  durante 15 minutos. 



1. Determinación de la viabilidad del polen. 

El Azul de Evans recomendado por Gaff y Okongio-

ogola (1971) basa su discriminación entre las células vi-

vas y las muertas en la permeabilidad de la membrana a és-

te. Cuando el polen muere el colorante penetra y adquiere 

una coloración azul intensa. Si los granos de polen están 

vivos el colorante no penetra y -si la preparación no tic 
ne una cantidad excesiva de colorante- se ven transparen-
tes y brillantes. 

El Cloruro de 2,3,5-Trifeniltetrazolium en la forma 

recomendada por Vieitez (1952) producía una coloración ro-

jo claro debido a la precipitación' de Trifenil formazan 

(Machlis y Torrey, 1956) en los granos de polen viables. 

:in embargo, en el microscopio es dificil distinguir esta 

coloración con claridad y en consecuencia el contraste en-

tre las células vivas y las muertas no era marcado. 

El colorante propuesto por Alexander (1969) es en -

realidad una mezcla que tiñe simultáneamente el citoplasma 

con rucsina ácida v Naranja G y la pared celular con Verde 

de malaquita. Cuando el polen aborta pierde su citoplasma 

y sólo permanece la pared celular que se tiñe de verde Con 

el colorante de Alexander. Si el grano de polen sobrevive 

predomina entonces la coloración roja de la tinción del ci 

toplasma. Esto hace adecuado a este colorante para el po- 



len maduro, con alto contenido de almidón. Sin embargo, - 

en polen joven el citoplasma es casi transparente y cuando 

se hicieron las tinciones predominó muchas veces el color 

verde, surguiendo la duda de que si el polen estabá real-

mente muerto o si solo era que la tinción roja era muy dé-
bil. 

El diacetato de fluoresceína propuesto por Heslop-

Harrison y Heslop-Harrison (1970) requiere de un microsco 

pío de fluorescencia o de filtros adecuados para una ilu-

minación normal (filamento de tungsteno). 

Dado que el Azul de Evans produce un marcado con-

traste entre las células vivas y las muertas, que se podía 

utilizar en células jóvenes y que no se requerían aparatos 

especiales, se decidió utilizar este colorante para deter-
minar la viabilidad del polen. 

2. Curvas de coeficiente de variación y tamaño de la mues-
tra. 

Trigo. Se llevaron a cabo las mediciones de viabi-
lidad del polen en las dos anteras más externas de las es-
piguillas centrales para cada espiga. Un ejemplo de éstos 
resultados se observa en el Cuadro 4 que corresponde a la 

espiga número e de la variedad Lerma Rojo. Se observa la 

media y coeficiente de variación de esta espiga, así como 
el número de anteras que se utilizaron. Estos datos se -
obtuvieron también para 10 espigas de la variedad Lerma Ro 

jo y 9 de la variedad Era. Lora valores de X, S y C.V. pa- 



ESPIGA No. 8 	Trigo Lerma Rojo. 

13 

12 

11 

10 

Se eliminaron 

A 

V 	M 

a 

V M 

A 

Total 

a 

lb tal 

A 

% V 

8 

% V 
9 142 	156 54 202 298 256 47.6 21.0 
8 50 	232 109 164 282 273 17.7 39.9 
7 160 	100 154 148 260 302 61.5 50.9 

6 361 	141 215 122 502 337 71.9 63.7 

5 205 	142 95 321 347 416 59.0 22.8 

4 246 	139 72 267 385 339 63.8 21.2 

3 131 	160 89 211 291 300 45.0 29.6 
2 203 	222 108 212 425 380 47.7 44.2 
1 264 	96 111 193 360 204 73.7 54.4 
c 

b Se eliminaron 1.  
a 

= 46.4 

C.V. 

S = 	17.8 

= 38.5 

18 antaras 

CUADRO 4. Resultados de los contaos de viabilidad del polen 

para una espiga de trigo variedad Lerma Rojo. Estos cua-

dros se obtuvieron para 10 espigas de la variedad Lerma -

Rojo y 9 de la Ira. Para cada una se obtuvo 1, S y C.V. 

Posteriormente con estos datos se construyeron las gráfi-

cas de C.V. para el tamaño de la muestra. A y 8 señalan 

cada una de Ian florecillas exteinan de las espiguillas. 



ra cada espiga de ambas variedades se muestran en el Cua-

dro 5. En el caso de las espigas 2, 3 y 4 de la variedad 

Era se decidió no utilizar los datos de astas para el cál-

culo del tamafio de la muestra por los promedios bajos de -

viabilidad que presentaban. Así mismo, se decidió elimi-

nar aquellas espigas que presentasen promedios bajos de 

viabilidad durante la siembra de las anteras. 

Una vez obtenidos los datos para cada espiga se -

procedió a obtener la media y un coeficiente de variación 

para cada espiga utilizando solamente 4, 6 10 y 14 ante-

ras. Los resultados obtenidos se observan en el Cuadro 6 

para la variedad Lerma Rojo y en el Cuadro 7 para la va-

riedad Era. 

Las gráficas de número de espiguillas (tamaño de la 

muestra) vs. coeficiente de variación se observan en la - 

Figura 7 para las tspigas número 1, 	y 8 de la variedad 

Era y .3 5',5 de la variedad Lerma Rojo. Obsérvese que 

muchas veces la dispersión de los puntos en la gráfica di-

ficulta el trazo de la curva esperada. Tal es el caso, - 

por ejemplo, de la gráfica de las espigas 	8 de la varíe 

dad Era y 3 de la variedad Lerma Rojo. Además, con este 

sistema tendría que trabajarse con 19 gráficas, que por su 

dispersión y número elevado dificultaría encontrar el tama 

fio de la muestra óptima. Para evitar esto se decidió 

construir solamente dos gráficas de la siguiente manera. 

En los Cuadros 6 y 7 se tomaron los valores de coeficiente 

de variación obtenidos con diferente número de anteras y 

se dividieron sucesivamente con el coeficiente de varia-

ción obtenido contando todas las anteran, pero siempre di- 



TRIGO ERA 

Viabilidad 

No. total de 
Espiga No. 	7 	S 	C.V 	anteras usadas 

1 	 41.1 	33.1 	80.5 	 26 
2* 	 26.3 	25.1 	95.5 	 19 
3* 	 13.2 	14.6 	110.0 	 18 
4* 	 26.0 	24.6 	99.1 	 30 
5 	 38.0 	20.0 	53.6 	 20 
6 	 31.6 	22.6 	71.5 	 30 
7 	 44.8 	28.1 	62.7 	 26 
8 	 45.9 	22.1 	48.2 	 18 
9 	 58.8 	16.9 	27.7 	 18 

	

36.2 	23.0 	63.6 

TRIGO LERMA ROJO 

Espiga No. T< 

Viabilidad 

S C.V. 
No. total de 
anteras usadas 

1 59.9 26.2 47.8 22 
2 59.5 27.3 45.8 22 
3 60.1 18.2 30.3 20 
4 59.0 20.1 34.0 22 
ti 63.0 21.6 34.3 19 
b 64.2 19.2 30.0 17 
7 35.8 24.3 68.0 16 
8 46,4 17.8 38.5 18 
9 52.1 24.5 47.0 20 

10 56.0 20.1 36.0 20 
55.6 
	21.9 	39.3 

CUADRO 5. Promedios de viabilidad (R) de las espigas de 
trigo de dos variedades utilizando todas las anteras 
de las espiguillas centrales. Para el cálculo del - 
tamaflo de la muestra se decidió no utilizar espigas 
con porcentajes de viabilidad bajo (*). 



No. DE ESPIGUILLAS UTILIZADAS PARA DETERMINAR Y( y C.V. DE UNA ESPIGA 

Espiga No. 

2 

(3 antaras) 

I 	C.V. 

2 

(4 antaras) 

X 	C.V. 

3 

(6 antaras) 

X 	C.V. 

5 

(10 antaras) 

3-( 	C.V. 

7 

(14 antaras) 

R 	C.V. 
lbdas 

31 C.V. 
1 50.8 80.6 59.0 50.7 31.1 82.0 99.2 62.1 61.8 41.8 59.9 47.8 

2 66.6 39.0 58.1 51.3 52.4 64.1 69.7 36.7 70.6 30.6 39.5 45.8 

3 62.4* 40.4 70.4* 28.5 49.0 25.6 58.5 27.1 57.2 32.6 60.1 30.3 
51.7 32.7 68.6 17.0 
58.7 5.1 53.2 20.8 

4 1 	57.7 27.8 57.8 41.8 65.5 25,3 60.8 15.7 57.4 37.4 59.0 34.0 

5 42.6* 43.7 60.1* 38.6 62.3 31.7 64.7 29.1 69.2 29.3 63.0 34.3 
79.0 27.0 53.1 31.1 
52.8 52.4 60.0 27.0 

6 52.4 79.7 60.0 52.8 61.4 36.8 66.8 31.3 67.7 30.9 64.2 30.0 

7 96.8 90.3 26.3 76.3 50.4 60.9 38.8 68.0 32.2 68.8 35.8 68.0 

U 30.7 44.5 51.0 43.9 34.6 40.4 46.2 39.9 44.4 37.1 46.4 38.5 

9 57.8 29.0 63.3 24.0 52.0 62.0 48.0 51.1 50.7 36.3 52.1 47.0 

10 1 	70.3 25.1 64.7 16.1 49.4 50.8 58.7 27.3 50.7 41.0 56.0 36.0 

CUADRO 6, Cálculo de 7 y C.V. para cada espiga (variedad Lerma Rojo) mediante el uso 
de grupos pequeños de espiguillas escogidas por tablas de números al azar. Para 
simplificar el cuadro no se presentan valores de S ni cuales fueron las eapigui - 
11as utilizadas en cada caso. Con estos datos se trazaron las curvas de C.V. 
En algunos casos (*) se repitieron los cálculos varias veces para disponer de 	- 
más puntos para las gráficas. 



No. DE ESPIGUILLAS UTILIZADAS PARA DETERMINAR 1 y C.V. DE UNA ESPIGA 

2 	3 	5 	7 

	

(4 antaras) 	(6 antaras) 	(10 antaras) 	(14 antaras) 	Todas Espiga No. Y 	C.V. 	Y 	C.V. 	Y 	C.V. 	7 	C.V. 	2 	C.V. 1 	34.4*  
18.3 141.4 34.4 46.9 77.7 27.4 109.1 48.3 G9.4 41.1 80.5 
51.4 	72.7 

5 29.6 	71.9 	26.9 	62.8 	34.5 	61.0 	40.6 	47.1 	38,0 	53.5 6 	
26.0 100.0 39.5 85.0 38.4 71.7 26.9 68.2 

	--1 

	

31.6 	71.5 7 	
47.3* 71.4 65.4 53.4 48.8 53.9 
19.5 	65.9 	 50.7 	57.2 	44.8 	62.7 
50.1 107.6 

--- 

	

37.9* 	4.2 	34,5 	21.7 	49.8 	48.3 	45.7 	48.8 	45.9 	48.2 

	

34.1 	56.8 

	

77.0 	2.8 

	

51.2 	8.4 	59.1 	20.7 	56.2 	34.1 	60.6 	25.1 	58.8 	27.7 

	

38.3 	33.2 

	

81,0 	13.0 

CUADRO 7, Cálculo de R 
y C.V. para cada espiga (variedad Era) mediante el uso de grupos pequeños 

de espiguillas escogidas por tablas de números al azar. Para simplificar el cuadro no se presentan valores de $ ni cuales fueron las espi-guillas utilizadas en 
cada cano. No se utilizaron los valores de las espigas 
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FIGURA 7. Curvas de C.V. para varios tamaños de la muestra. S610 se presentan las 

gráficas d. algunas espigas. T = Todas las espiguillas. 



vidiendo el coeficiente de variación mayor sobre el coefi-

ciente de variación menor para obtener así números mayores  
o iguales a 1. De esta manera se obtuvieron los datos de 

los Cuadros 8 y 9 para las variedades Lerma Rojo y Era res 
pectivamente y las gráficas correspondientes se observan -

en la Figura 8. El punto do inflexión se puede señalar 

aproximadamente entre 3 y 4 espiguillas que representan 

así un número confiable de enteras cuya viabilidad nos 

acerca al valor mostrado por la espiga en conjunto. Para 

dar un margen de seguridad se contaron 10 enteras por espi 
ga. 

Tabaco. Cuando se muestreó la viabilidad del polen 
en 45 enteras de tabaco provenientes de 9 yemas florales, 

se observó que siempre había 100 % de polen vivo, por lo - 

que automáticamente se tomó una antera de cada yema floral 

como el tamaño de muestra. Esto hizo innecesario trazar 

las curvas de coeficiente de variación. 

3. Viabilidad del polen durante la siembra. 

Trigo. Del factorial propuesto (2 variedades de -

trigo x 3 medios de cultivo) se sembró solamente lo corres 

pondiente a la variedad Era. Los resultados de estas siem 

bras se observan en el Cuadro 10 y en la Figura 9. Como 

se notará, los resultados para cada medio se expresan como 

un promedio de sobrevivencia inicial, y final para cada es-

piga y para cada grupo de espigas de un medio. Debe notar 

ne tambión que los datos de nobrovivencia del polen des-

puln del cultivo se tomaron en diferentes días para cada - 



No. DE ESPIGUILLAS UTILIZADAS PARA DETERMINAR X y C.V. DE UNA ESPIGA 

2 	2 	3 	5 	7 
(3 anterw) (4 antaras) (6 antenas) (10anteras) (14anteras) Todas 

C.V. mayor / C.V. menor 

Espiga No. 	 1 
1 1.68 1.06 1.71 1.29 1.14 1 

2 1.34 1.12 1.30 1.24 1.49 1 

3 1.33 1.06 1.18 1.11 1.07 1 

4 1.22 1.22 1.34 2.16 1.1 1 

5 1.27 1.12 1.08 1.17 1.17 1 

6 2.49 1.76 1.22 1.04 1.03 1 

7 1.32 1.12 1.11 1.00 1.01 1 

8 1.15 1.14 1.25 1.03 1.01 1 

9 1.62 1.95 1.31 1.08 1.24 1 

10 1.43 2.23 1.41 1.31 1.13 1 

CUADRO 8. Obtención de valoren C.V. mayor/C.V. menc.,  para lar espigas de trigo de 
la variedad Lerma Rojo. 



No. DE ESPIGUILLAS UTILIZADAS PARA DETERMINAR Y y C.V. DE UNA ESPIGA 

2 	3 
	

5 	7 

(4 antaras) (6 antaras) 	C10 antaras) (14 anteran) 	Todas 

Espiga 

C.V. mayor / C.V. menor 

No. 

1 2.34 	1.03 1.29 	1.15 	1 

5 1.34 	1.17 1.14 	1.13 	1 

6 1.39 	1.18 1.00 	1.04 	1 

7 1.13 	1.17 1.16 	1.09 	1 

8 11.4 	2.22 1.00 	1.01 	1 

9 3.29 	1.33 1.23 	1.10 	1 

CUADRO 9. Obtención de valores C.V. mayor /C.V. menor para las espigas de 

trigo de la variedad Era. No se utilizaron las espigas 2, 3 y 4. 
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FIGURA B. Determinación del tamaño de la muestra para las 

espigas de trigo variedades Lerma Rujo y Era. 

T 	Todas las espiluillas. 



Cultivo 

N - 6 

Sobrevivencia(%) 
Inicial 	Einal(9días) 

M-S + recomendaciones de 
Ouyang et al 

Sobrevivencia(%) 
Inicial 	Einal(10días) 

M-S + recomendaciones de 
Wang 	et 	al 

Sobrevivencia(%) 
Inicial 	Final(8días) 

No. M S CV M S CV M S CV 7. S CV 12 S 	CV X s 	cv 
1 43.2 29.1 15.7 21.0 43 25,3 22.2 27.7 39.8 12.8 8.7 17.4 

51.7 29.8 12.1 16.5 33.3 21.4 25.4 24.7 18.9 30.7 9.0 20.9 

3 56.0 16.8 1.1 3.7 45.8 26.0 15.4 17.6 29.0 28.5 19.7 24.8 

4 63,7 10.9 12.2 27.1 32.7 23.3 29.8 27.6 27.3 29.2 13.2 21.5 

5 50.3 29.9 2.9 9.4 31.6 19.3 20.1 20.9 34.3 23.1 25.0 24.0 

6 50.4 24.6 5.5 11.9 32.3 21.6 24.7 24.0 31.8 32.2 17.6 23.6 

7 43.8 23.8 0.6 2.0 13.4 18.7 32.3 21.6 32.4 35.4 

8 51.2 33.7 3.4 10.7 1.1 3.3 27.0 36.3 

9 33.6 21.3 5.8 12.3 32.2 26.5 32.6 35.0 

10 31.9 29.1 19.8 23 13.8 19 37.2 39.0 

11 41.2 20.1 6.9 11.8 0.0 0.0 

12 41.2 18.5 6.9 15.1 0.0 0.0 

46.7 23.9 51.1 8.1 13.7 169.1 36.4 22.8 62.6 19.8 21.0 106.0 39.7 21.5 	61.9 17.9 22.3 124. 

7.5 4.3 7.2 6.6 6.8 7 

17.3% 	 54.3% 	 51.5% 

Sobrevivencia considerando 
el valor inicial cano 100% 

CUADRO 10. Sobrevivencia del polen de las enteras de trigo, variedad Era, durante el cultivo 

de éste-en diferentes medios. Obsérvese la disminución en la viabilidad del polen y -

el aumento en el C.V., después de ~ion días en cultivo. 



Medios 
de 

cultivo 

N - 6 M-S + recomenda- 
ciones de Ouyang 

et. al 

M-S + recomenda-
ciones de Wang 

et. al 

Días -
después 
de la 
siembra 

FIGURA 9. Respuesta de la sobrevivencia del polen de enteras de 

trigo variedad Era en tres medios de cultivo. El día 1 se 

sembró . 



medio ( 8, 9 y 10 días) y que, si se considera como 100 % 

de sobrevivencia el valor, inicial, al cabo de estos perio-

dos los porcentajes de granos de polen vivos iban de 17.3 

a 51.5 b, Nótese también el aumento, después de la siembra 

del coeticiente de variación, lo que indica una distribu-
ción desigual de la mortalidad del polen. 

Larqué-Saavedra ( comUnicaeiónyierMial)an experimen- 

tos preliminares encontró que el ácido Acetil salicílico - 

asperjado sobre las espigas de trigo durante la floración 

aumentaba la producción de grano hasta un 31 %. Aun cuan- 
do no se determinó si ocurría un aumento de] peso o del nG 

mero de granos se sugiere -dado el trabajo de Basu (1969) 

en el que se encontró un efecto sinergético de AS con la 

auxinas- que ocurre una alteración en la fuerza de la de- 

manda. En el caso de las enteran de trigo probablemente - 

éntas no absorben eficientemente sustancias del medio de -

cultivo y por eso mueren durante éste. Conocido lo ante-

rior, se decidió utilizar ácido acetil salicilico en uno -

de los medios de cultivo y verificar la sobrevivencia del 

polen. Se empleó el medio M-S en la forma indicada por 

Ouyang et al (1973) con y sin ASA en una concentración de 

1 mg/ml. Los resultados de este tratamiento se muestran 

en el Cuadro 11 y la Figura 10. Cuatro espigas de la va-

riedad Era se colocaron en medio con ASA y 8 de la varie-

dad Lerma Rojo en medio con y sin ASA. AGn cuando al ca-

bo de 10 días de siembra no se observó aumento en la via-

bilidad del polen, sí se registró a los 7 días en las en-

teras de la variedad Era que una de ellas presentaba 

dehiscencia y otra más granos de polen multinucleados 

(I'i,gura 11 A, B y C ). Cuando a los 17 días de la siem- 



Medio de 
cultivo 

VARIEDAD ERA 

M - S + recomendaciones de 
Ouyang et al + 

1 mg/1 ASA 
Sobrevivencia (%) 

Inicial 	Final  

VARIEDAD LERMA ROJO 

- S + recomendaciones 	M S + recomendaciones de 
Ouyang et al 	Ouyang et al + 

1 mg/1 ASA 
Sobrevivencia (%) 	Sobrevivencia (%) 

Inicial 	Final 	Inicial 	Final 

Espiga -2 	S 	CV 	7 	S 
No. 

	

1 42.9 17.1 	24,3 26.5 

	

2 45.5 23.4 	13.0 19,4 

	

3 72.7 17.7 	23.4 26.2 

	

4 71.9 11.2 	19.5 24.8  

CV T(SCV "R S CV 31SCV 37( S CV 

	

15.9 12.6 
	

6 	5.4 

	

9.2 16.2 
	

15.5 20.0 

	

16.7 17.1 
	

13.9 29.2 

	

10.3 15.8 
	

4.7 5.2 

58.2 17.3 29.7 20.0 24.2 121.0 
	

13.0 15.4 118.4 
	

10.0 14.9 149.0 

5.4 	7.6 
	

4.8 
	

4.7 

34.3 

Sobrevivencia considerando 
como 100 % el valor inicial 

CUADRO 11. Sobrevivencia del polen de las enteras de trigo durante el cultivo en me-
dio con y sin Acido acetíl salicílico (ASA). A los 7 días de cultivo se detectó 

en la variedad Era una antera con dehiscencia y otra con granos de polen multinu-

oleados. Durante los conteos con Azul de Evans se encontró una antera de la va - 

riedad Lerma Rojo con polen multinucleado. Los valores finales se obtuvieron en 

todos los casos a los 10 días. 



Con y sin ASA Con ASA 

(1mg/1) 

30 

1 	7 10 	1 	10 

Con ASA 

10 Días después de 
la siembra 

FIGURA 1.0. Sobrovivencia del polen de las enteras de tri-

go en rwdio M-S + recomendaciones de'Ouyang et.al con 

y sin ASA (1mg/1). P.M. = Polen multinucleado D = De-

hiscencia. El valor inicial de las espigas de la varie 

dad Lerma Rojo se obtuvo del promedio para esta vario -

dad en el. Cuadro 5, 



FIGURA 11. Polen multinucleado y dehiscencia de una antera 
A. Grano de polen con 6 necicos. B.Grano de polen con 
4 (a) y 3 (b) n6cleos. kmbau preparaciones teñidas con 
acetocarmín. C. Antera con dehiscencia. Esta presentó 
54.5 % de polen viable a los 10 días de cultivo y no te 
nía polen en divis16n. D. Grano de polen con 4 netcleoc 
teñidos accidentalmente con Azul de Evann. La antera 
que contenta este polen presentó solo 4.3 % de polen -
viable. A;B y C, enteran do trigo do la variedad Era; 
D. anteras de la variedad Lerma Rolo. 



bra se extrajo la antera que presentaba dehiscencia ue ob-

servó que no lContenía granos de pelen multinucleados y pre 
sentaba 54.5 % de polen vivo. Del mismo modo, cuando se - 

contó la viabilidad del polen de las anteras Lerma Rojo -

sembradas en el medio con ASA, mi observó en una de ellas 

un grano con 4 núcleos iguales tenidos por el Azul de 	- 

Evans (Figura 11D). Esta antera presentaba solo 4.3 % de 

polen vivo. Los resultados anteriores corresponden a 2 an 
teras con respuesta androgénica de un total aproximado de 

450 enteras, es decir, 0.44 %. 

Dado los resultados anteriores se pensó montar otro 

nuevo ensayo con el medio de cultivo con y sin ASA pero -

que incluyese mayor número de muestreos de viabilidad del 

polen para así obtener una idea de la cinética de ésta. Se 

utilizó de nuevo el medio anterior con y sin ASA en la mis 

ma concentración. Se sembraron 10 el5.1141.1,., de la variedad 

Era, 5 en el medio con ASA y 5 en el medio sin ella. Se - 

muestreo la viabilidad del polen a los 3, 5 y 7 días de la 

siembra. 

Los resultados del cultivo se muestran en el Cuadro 

12 y la Figura 12. Como se ve, pareciese que durante cier 

to tiempo la viabilidad del polen se mantuviese y poco des 

pués empieza a declinar bruscamente. Este efecto podría -

explicarse suponiendo una acumulación de sustancias tóxi-

cas o que se acaba una cantidad determinada de nutrientes. 

Tabaco. Los resultados de la viabilidad del polen 

rara muestran en el Cuadro 13 y la )"figura 13. A diferencia 

de las anteras de trigo, las de tabaco sostienen por mu- 



Medio de 
cultivo 

M - S + recomendaciones 
Ouyang et al 

de M - S + recomendaciones 
Ouyang et al + 

1 mg/1 	ASA 

de 

Sobrevivencia (%) Sobrevivencia (%) 

Espiga No. 3 días 5 días 7 días 3 días 5 	días 7 días 

R S CV 7 S CV -5Z S CV 7 S CV 	Y< 	S CV Y< s cv 

1 47.3 21.1 35.1 21.9 12.5 13.1 36.0 27.8 40.9 	29.1 28.7 30.2 

2 33.3 25.5 35.6 23.4 6.4 13.6 33.6 32.3 35.2 	33.0 18.4 28.9 

3 55.2 24.3 38.8 29.2 35.7 24.3 38.1 22.8 27,2 	30.1 20.5 17.0 

4 57.8 15.0 36.2 18.5 9.6 22.4 38.6 29.7 51.7 	28.8 29.9 25.7 

5 39.7 27.0 43.5 16.3 25.8 21.8 51.2 17.4 35,8 	28.0 19.8 23.7 

46.6 22.4 48.2 37.8 21.8 57.6 18.0 19.0 105.5 39.5 26.0 65.8 	38.1 	29.8 78.2 23.4 25.1 107.2 

7.1 6.9 6.0 8.2 9.4 7.9 

CUADRO 12. Cín6tica de la sobrevivencia del polen de trigo variedad Era. en medio de 
cultivo con y sin ASA. Nótese el descenso brusco de la sobrevivencia del polen y 
el aumento en la misma forma del C.V. 



Sin ASA 
con ASA 

Días en el 
cultivo. 

FIGURA 12. Ubrevivenvia del polen de anteras de trigo de 
la variedad Era en medio M -S + recomendaciones de 
Ouyang et.al. (1973) con y sin ASA. 



MEDIO M - S + modificaciones de 
Madrigal ( 1978 ) 

Días de 	Viabilidad ( $ ) 	Anteras 

siembra 	1 	S 	C.V. 	Cantadas 

1 100 - - 46 

9 91.3 9.9 10.8 45 

18 76.3 19.6 25.6 22 

20 42.7 27.2 63.7 25 

CUADRO 13. Sobrevivencia del polen de anterau de tabaco -
W-38 en medio de cultivo. A los 28 días 54.4 % de las 
enteras presentaban embriones. 

% V 

100 
E 

60 

20 

1 	9 	16 213 
Días en el 
cultivo. 

FIGURA 13. 	Sobrevivencia del polen de anterau de tabaco 	- 
W-38 en medio de cultivo. 	G = Germinael6n del 	polen. 
E = 	Embriones. 



cho mayor -tiempo la viabilidad del polen. Tal caso se des 
prende por ejemplo-, de la Figura 13, en donde se obaerva 
que a los 18 días de cultivo permanece vivo 76.3 % dei po-

len Además se nota que a los 9 días de la siembra, algu-

nos granos de polen germinaban (Figura 14A), lo que índice 
que el polen continuaba su desarrollo normal en el Oulti-

yo. La formación de embriones se detectó hasta los 28 

días de cultivo. Se encontró en esta última fecha que 	- 
54.4 % de las anteras presentaban embriones. Algunuc de -

éstos se muestran en la Figura 14B, C y D. 

4. Factores que controlan la viabilidad del polen. 

Una de las diferencias básicas entre las anteras -

de trigo y tabaco es la viabilidad inicial del polen. Así 

durante las medicinara de viabilidad para determinar el ta-

maño de muestra se observó que la media para 9 espigas de 

la variedad Era fue de 36.2 % y para 10 de la variedad Ler 
ma Rojo de 55.6 	(Cuadro 5). En el caso del tabaco se 
encontr6 que esta fue de 100%. 

Para comprobar si realmente la viabilidad del trigo 

era tan baja se podían hacer dos cosas: a) Muestrear espi- 

	

gas de trigo maduras, durante la antésis y b) Utilizar 	- 

otro método para distinguir entre polen vivo y muerto. En 

ambos casos los porcentajes d¿bían coincidir o ser menores 

que los obtenidos con espigas jóvenes y con Azul de Evans. 

Se decidió hacer al mismo tiempo las dos variantes, es de-

cir, contar la viabilidad del polen en anteras maduras y -

con otra técnica de tinci6n. La nueva técnica de tinei6n 



FIGUPA 14. Germinación de polen y embriones de tabaco. A. -
Polen en germinación a los nueve dfan de cultivo. B y C 
Embriones observados a los 20 dfda de cultivo. D. Cm 	- 
briGn de 12 semanas observado en antaras que también—pre-
santnban plántulan. 



fue la propuesta por Alexander (1969). Los resultados de 

estos conteos se muestran en el Cuadro 14a. Como se ve, - 

con la nueva técnica de tinción se obtienen 72.8 % de po-

len vivo inicial y con un coeficiente de variación mucho -

menor, lo que significa una distribución de la viabilidad 

más homogénea. 

Al buscar una de las posibles causas de la discre- 
pancia de la viabilidad medida con el Azul de Evans y con 

el colorante de Alexander (1969) se encontró cuando be ob 

servó que una preparación con Azul de Evans que inicial- 

mente mostraba alta viabilidad;después de 5 a 10 minutos 

la mostraba muy baja. En el cano de los conteos de las -

espigas de trigo con el Azul de Lvans las preparaciones se 

hacian de 5 en 5 y entre el conteo de la primera y la últi 
ma transcurrían hasta 9 minutos. De acuerdo a ésto, si se 

hacen las preparaciones una a una y se cuentan inmediata-

mente, se obtendrán porcentajes más altos. Al llevar a ca-

bo esto con dos espigas jóvenes de la variedad Lerma Rojo 

se obtuvo un promedio de 84.2 % y con un coeficiente de va 
riación de 15. Los resultados anteriores se muestran en -

el cuadro 14b. En el caso del tabaco , las preparaciones 

se hicieron siempre de don en dos. 

Lo anterior afecta los valores iniciales y finales 
de la viabilidad del polen de las enteras de trigo durante 
el cultivo; pero probablemente no ocurra lo mismo con la -

relación de disminución de la viabilidad durante el mismo. 

Para determinar esto Gltimo se tjr16 con el colorante de -
Alexander polen de tabaco y trigo en don condiciones: a) 

Polen de anteras con 9 y 10 dan de cultivo Crespectivamen 



TRIGO ERA 	( Maduro, en antesis ) 

Espiga No. 
Viabilidad ( % 	) 

7 C.V. 
No. do antaras 
utilizadas 

1 52.9 36.9 18.9 20 

2 81.9 9.4 11.5 20 

3 80.8 6.4 7.9 20 

4 55.9 27.3 49.0 20 
5 92.9 11.6 12.5 20 

A) 72.8 18.3 25.1 

TRIGO LERMA ROJO 

Eupiga No. 	 No. de anteras 
Viabilidad ( % ) 	utilizadas 

7 	3 	C.V 
1 83.3 11.4 13.6 10 
2 85.1 14.1 16.5 10 

84.2 12.7 15.0 

CUADRO 14. A. Viabilidad del polen maduro en espigas de la 

variedad Era. Se utiliz6 el colorante de Alexander 	- 

(1960). II. Viabilidad del polen en espigas de la varia 

dad Lerma Rojo. Los contaos se hicieron con Azul de - 

Evans y las preparaciones se hicieron una por una y se 

contaron inmediatamente. 



te) y b) Polen de anteras en antésis. 

Se observó que el polen de trigo con 10 días de -

cultivo tenía un aspecto vacío (Figura leD). El polen de 

tabaco con 9 días de cultivo presentaba en cambio un cito-

plasma más denso (Figura 17B). El polen de trigo y tabaco 
de anteras en antésis tenían ambos un citoplasma con mucho 

almidón (figura 16A y 17C, respectivamente). Si se obser-

va el polen de tabaco al momento de la siembra (Figura 17B) 

se encuentra que el citoplasma es muy claro, lo que indica 

que el polen, probablemente, gana nutrientes al final de -

los nueve días en el cultivo. En el caso del trigo, esto 

no parece ocurrir. 

De acuerdo a lo anterior, la androgénesis del polen 

de tabaco en cultivo está acompañada de un enriquecimiento 

del citoplasma (probablemente almidón) de algunos granos -

de polen y esto no ocurría en las anteras de trigo en las 

mismas condiciones. Este enriquecimiento del citoplasma -

significaba mayor viabilidad del polen de acuerdo al colo-

rante de Alexander. Sin embargo, el polen de trigo unido 

a la planta sí presente alto porcentaje de viabilidad, por 

lo que se penn6 que el factor que podría influir sería la 

presencia de las hojas. 

Para determinar si. existe una influencia de las ho-

jas en la viabilidad del polen se establecieron dos lotes 

(le espigas. En uno de ellos se cortaban las plantas a ni-

vel del suelo y, conservando las hojas, se colocaban en un 

matraz con agua. En el otro lote ne despojaba a la espiga 

de todas las hojas y se cortaba el tallo a nivel de la mis 



ma. La espiga era entonces introducida en tubos de vidrio 
de 2.5 x 8.5 cm. con un poco de agua. 	ambos casos se - 
sellaron los recipientes con paráfilm para evitar la evapo 

ración excesiva. Los dos lotee se colocaron en la cámara 
de cultivo en las condiciones ya mencionadas. Al cabo de 

10 días se contó la viabilidad del polen con el colorante 

de Alexander. En ningún caso se hizo una medición de la -

viabilidad inicial para no dañar las espigas. 

Los resultados de estos experimentos, se muestran en 

el Cuadro 15 y la Figura 15. Se observa que las espigas -
de la variedad Era que conservaron las hojas y el tallo -

producen 78.6 % de polen vivo contra 3.4 % de la espiga -

aislada. En el caso de la variedad Lerma Rojo este experi 
mento se llevó a cabo solamente con espigas sin hojas, pre 

sentando 10.6 % de sobrevivencia. En la Figura 16B y C -

se muestra el aspecto del polen de una espiga con hojas y 

de una espiga aislada, respectivamente. 



Espigas de trigo variedad 
Era con hojas (+) y sin 

hojas ( -) 

Espigas de trigo varie-
dad Lerma Rojó, sin - 

hojas (-). 

Espiga 
No. 

Sobrevivencia final (.56) 

+ ) 

s 	cv s 
(. - ) (-)  

Sobrevivencia final (%) 

cv 	X 	S 	cv 
1 85.7 26.3 0.0 
2 47.2 29.7 0.0 17.1 13.6 
3 93,8 4.2 4.9 11.9 12.5 12.2 
4 69.9 32.7 1.9 6.0 2.2 4,1 
5 96.4 5.6 0.0 10.6 9.3 87.7 

78.6 19.7 25.0 3.4 8.9 261.7 

CUADRO 15. Sobrevivencia del polen de las espigas de trigo 
ERA y Lerma Rojo con y ni.n hojas. Los valores finales 
se obtuvieron despu6s de 10 días, Conteos con el colo-
rante de Alexander (1969). 
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FIGURA 15. 	Sobrevivencia del polen de espigas de trigo con 

y sin las hojas. Las espigas se cortaron a nivel del sue 
lo y se colocaron en agua. El valor inicial de las espi-

gas de la variedad Lerma Rojo se obtuvo del Cuadro 14B y 
el de la variedad Era se supone debe ser mayor o igual -
que el valor final. No se contaron los iniciales para -
evitar dañar la espiga. Conteon con el colorante de 

Alexander ( 1969). 



Con hojas 

Sin hojas 

Antena en cultivo 

RICURA 16. Schrevivencía del polen de espigan de trigo de 

la variedad Lerma Rojo. A. Polen durante la 
antésis. B.-

Polon de espigan con hojas al cabo de 10 
días. N6tese la 

presencia de almid6n (a). C. Polen de espigara sin hojas. 

h. Polen de anteraa cultivadas por 10 dlan. Nótese 14 - 
falta de almíd6n. Tincioneu con el colorante de Aloxander 
(190), 



FIGURA 17. Gobrevivencia del polen de tabaco, W,38 A. Tiempo 
del, desarrollo de los botones florales. B. Polen en estado 
uninucleado, fl6tese la transparencia del citoplasma. C. Po 
len durante Id entésis. D. Polen con 9 días en cultivo. - 
Us6rvese la densidad del citoplasma. Todas las tinciones 
anteriores fueron hechas con el colorante de Alexander -
(1989) E. Gurminaci6n del polen en Azul de Evans a los 9 -
días de la siembra. 



. DISCUSION. 

1. Determinación de la viabilidad del polen. 

La observación de que el Azul de Evans nos muestra 
diferentes porcentajes de viabilidad del polen segln el 

tiempo en que aquél esté en contacto con el colOrante nos 

llevaría a dos cosas: 1) Poner en duda la utilidad del 

Azul de Evans para los conteos de viabilidad y b) Que las 

afirmaciones de Gaff y Ohong'O-ogola (1971) de que deben -

esperarse 5 minutos antes de llevar a cabo el conteo y de 

que el colorante no es tóxico deben aceptarse con cautela. 

Sin embargo, las bondades del Azul de Evans para -• 

llevar a cabo los conteos de viabilidad del polen se real_ 

zan cuando se prueban otros colorantes, como el cloruro 2, 

3,5-trifeniltetrazolio (Vieitez, 1952) que produce colora-

ciones demasiado tenues para distinguir claramente los gra 

nos vivos de los muertos o el. diacetato de fluoresceina -

que aun cuando produce respuestas aceptables requiere de -

filtros adecuados para las lámparas del microscopio 

(Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1970). Otra buena al-

ternativa para contar la viabilidad del polen es el colo - 

rante propuesto por Alexander (1969), basado en la tinción 

del contenido citoplásmico en las células de polen madu-

ros. Esto se lleva a cabo fácilmente cuando el polen con- 

tiene almidón en gran cantidad, pero dificilmente 	en -

granos de polen jóvenes, uninueleados, que tienen un cito-

plasma muy transparente. 



En cambio, el Azul de Evans proporciona un método -

muy fácil para discernir una célula viva de una muIrta pro 

vocando contrastes muy fuertes entre unas y otras, no re-

quiere de aditamentos especiales y puede aplicarse a célu-

las muy jóvenes. Finalmente, la dificultad impuesta por -

el Azul de Evans puede resolverse cuando las preparaciones 

se hacen una a una y se cuentan inmediatamente, producién-

dose de esta manera altos porcentajes de viabilidad ini-
cial (Cuadro 14b), tal como las mediciones de viabilidad -

en espigas con el colorante de Alexander hacía necesario -

(Cuadro 14a). 

2. Curvas de coeficiente de variación y tamaño de la mues-

tra. 

Uno de los problemas que se presentaron durante el 

trazo de las curvas de coeficiente de variación para las -

diferentes espigas (Figura 7) fue la dispersión de los pun 

tos de la curva, lo que llevaba a que el trazo de las mis-

mas fuese aproximado. Otro problema fue la diferencia de 

valores en los C.V. tan marcados entre una espiga y otra,-

lo que evitaba reunir las espigas en una sola gráfica. En 

un intento de conseguir una sola gráfica se trazó la 

correspondiente a C.V. mayor/C.V. menor (Figura 8). De - 

acuerdo a estas gráficas el punto de inflexión de la curva 

se encuentra entre 3 y 4 espiguillas, es decir, entre 6 y 

8 enteras. Como ya se dijo, por seguridad se contaron 10 

enteras. 

Debe hacerse notar en la Figura 8 que aun con el 



conteo de 5 y 7 espiguillas se obtienen puntos fuera de la, 
curva. Parece entonces recomendable utilizar grupos de es 

pigas y trabajar con el promedio de éstos. Para lograr es 

to puede determinarse el nfimero de espigas que deben inte-

grar el grupo siguiendo el trazo de curvas semejantes a -

las anteriores. Otra alternativa sería trazar de nuevo -
las gráficas de C.V. tomando en cuenta el posible efecto 

tóxico del Azul de Evans y observar al final si los puntos 

se dispersan menos y siguen la curva más fielmente. 

3. Viabilidad del polen durante el cultivo. 

Los resultados obtenidos nos señalan que las ante-

ras de trigo presentan dos diferencias importantes con res 

pacto a las de tabaco. 

La primera es que los porcentajes iniciales de po-

len viable son muy diferentes, siendo éstos de 55.6 % en 

la variedad Lerma Rojo, y 36.2 % en la variedad Era ( Cua-

dro 5 ) y de 100 % en el polen de tabaco W-38. 

La segunda diferencia en la sobrevivencia del polen 

durante el cultivo, presentándose una mortalidad en las an 

teras de trigo que va de 82.7 % en el medio N-6 hasta 45.7 

en el medio M-S con las modificaciones de Ouyang et al 	- 

(1973) (Cuadro 10). En cambio, las enteras de tabaco pre-

sentaron, en un lapso semejante, solamente 8.7 % de morta-

lidad del polen (Cuadro 13). Debe hacerse notar que las 

anteras de trigo presentaron además durante la siembra un 

incremento notable del coeficiente do variación que en la 



mayoría de los casos es casi del doble. Esto indica que - 

algunas anteras permanecen con valores relativamente altos 

de viabilidad del polen y otros con valores muy bajos de 

la misma. Correlacionado con 14s respuestas de viabilidad 

del polen se observa que las anteras de trigo produjeron 

aproximadamente 0.44 % de antaras con embriones y las ante 

ras de tabaco, a los 28 días de cultivo, 54.4 %. Existe 

pues, la posibilidad de que las observaciones de N. taba-
cum de Sunderland (1978) y Horner y Street (1978b) Y con 

D. ínnoxía de Nitsch y Norreel (1972) y Sangwan-Norreel 
(1977) que asocian menor mortalidad del polen durante los 

pretratamientos con mayor porcentaje de embriogénesis pue-

dan explicar también las bajas respuestas de androgénesis 

en plantas como el trigo y las altas respuestas en otras 
como el tabaco. 

Siguiendo entonces el modelo de la androgénesis de 

Sunderland (1974) podríamos decir que las especies que pre 

rentan una baja frecuencia de androgénesis si tienen, pro-

bablemente, una receptivilidad del polen (P) y que, en ba-

se a los resultados anteriores, las anteras aisladas de 

las mismas plantas carecen de los factores de la pared de 

la antera (cly0 ) que mantienen la sobrevivencia del po- 

len en el cultivo. En cambio, las anteras de las especies 

con alta frecuencia de androgénesis deben presentar ambos 

factores. En ente último caso, si se darla a la pared de -

la antera giafectaríaalos factoresaySyla productivi 

dad androgénica disminuiría, que sería lo que ocurrió du-

rante los experimentos de N.tabacum de Horner y Street -

(1978b)donde se cortó en varios grados a la pared y dismi-

nuyó paralelamente la frecuencia de respuesta. En el caso 



de los experimentos de Raghavan (1978) en donde un corte 

en cuatro de las enteras de H.nigeh no afecta la renpuesta 

androgénica, la discrepancia podría explicarne por los 	-

tiempos en que ocurre ésta. Aní, en H.nigehne observan 

las primeras divisiones a las 24 horas. (Raghavan, 1979), 

y en cambio, en tabaco se requieren de 12 a 15 días 

(Dunwell y Sunderland, 1975). Lo anterior non llevaría a 

la posibilidad de que en el cano del tabaco el polen depen 

diese más de la pared de la antera que H.nineit. 

Sin embargo, podría presentarse que la posibilidad 

de que el Azul de Evans altere la viabilidad del polen por 

un efecto tóxico cambie la firmeza de las conclusiones an-

teriores. 

Aún cuando las mediciones de viabilidad del polen -

en el trigo durante la siembra se viesen afectadas por per 

manecer mucho tiempo en el Azul de Evans consideramos que 

unto alterarla los valores iniciales y finales de la siem-

bra, pero que no ocurriría lo mismo con la relación básica 

propuesta de disminución drástica de la viabilidad del po-

len de trigo durante el cultivo. La afirmación anterior -

se apoya en lo siguiente: 

a) Los conteos de las enteras de tabaco se lleva-

ron a cabo también con Azul de Evans y durante éstos se 

observó que el polen con nueve días de permanecer en cul 

ti ve germinaba en el colorante y después moría, tihéndo-

se (Iste (Figuras 14A y 17E). En ningGn cato el polen de 

tabaco al inicio de la siembra germinó durante la tin-

eión con Azul de Evans. Así pues, el polen de tabaco ma 



duró en el cultivo y estaba vivo al agregar el colorante 

puesto que germinó. En cambio, el polen de trigo nunca 

presentó germinación después de la siembra, por lo que po-

demos pensar que no maduró y que al momento de agregar el 
Azul de Evans ya estaba muerto. 

b) Cuando se tifieron las anteras de trigo que ha-
bían permanecido 10 días en cultivo con el colorante de - 

Alexander el polen de estas se veía en la mayoría de los 

casos vacío (Figura 16D). En cambio, el polen de las ante 

ras de tabaco con 9 días de cultivo presentaba un citoplas 

ma más denso, de color rojizo (Figura 17D) que cuando se -
había sembrado (Figura 17B). 

c) Si las diferencias de viabilidad del polen de -

trigo durante el cultivo se debiesen al Azul de Evans y -

no al medio de cultivo los coeficientes de variación de -

las espigas debían de ser similares antes y después del -

cultivo, puesto que ambos se midieron de la misma forma. 

Como ya se dijo anteriormente, los coeficientes de varia-
ción aumentaban al final de la siembra. 

Cuando no tiñe el polen de las anteras de trigo 
que habían permanecido 10 días en el cultivo se observó 
que éste estaba vacío (Figura 16D). En cambio, el polen 

de anteras de tabaco con 9 días de cultivo parecía haber 

ganado nutrientes (Figura 17D). 

Se sabe que lau auxinas pueden incrementar la mobi 

lización de sustancian hacia los puntos de alta concentra 



ci6n de las mismas. Especificamente, Patricks y Wareing 

(1973) mostraron que ocurría una acumulación creciente de 

sacarosa marcada con 14C en la parte superior de los tallos 
de frijol tratados con AIA. 

AGn cuando los medios de cultivo empleados para el 

cultivo de las anteras de trigo contenían atrolinas (2,4-D) 

no se mostraba un incremento de nutrientes en el citoplas-

ma del polen y quizá a esto se deba la baja respuesta an-

drogénica. 

AGn cuando se observan granos de polen multinuclea-

dos en los medios de cultivo con AfiA, la frecuencia en-

contrada de tal fenómeno (0.44%) niega la posibilidad de -

una relación causa - efecto. Sin embargo, la posibilidad 

de que esta Totras sustancias que influyen sobre la fuer-

za de la demanda pueda mejorar la respuesta androgGnica -

se retuerza cuando se recuerda el trabajo de González-Medi-

na y louharmont (1978); quienes encontraron un aumento en 

la producción de callos en anteras de cebada cuando sumer-

guiaron éstas en una solución de 2,4-D antes de sembrarlas. 

4. factores que controlan la viabilidad del polen. 

Durante los experiomentos de la cinética de la viabi- 



lidad del polen durante el cultivo de enteras de trigo se 

desprendió que . por' cierto tiempo el polen permanecía - 

vivo y que después empezaba un descenso más o menos brusco 

de la viabilidad(Cuadro 12 y Figura 12). 

Clapham (1977) sugiere que los embriones de ante-

ras de cebada pueden morir por tres causas principales: 

a) Presencia de productos tóxicos a partir de las enteras, 
b) Difusión inadecuada de los nutrientes y c) Acción de ge 

nes recesivos. Sin dificultad podrían aplicarse estas cau 

sas a la mortalidad del polen en el trigo. Sin embargo, 

en el caso de la acción de genes recesivos éste debía pro-

ducir una disminución constante de la viabilidad y no una 

caída brusca, además de que el trigo es hexaploide, lo que 

ocultaría la acción de genes recesivos, aún en el polen. 

La gráfica obtenida en la Figura 12 podría explicarse más 

fácilmente si se supone una acumulación creciente de toxi-

nas o un agotamiento de reservas alimenticias y la incapa-

cidad posterior de absorverlas directamente del medio. 

En el caso del tabaco se observa que la viabilidad 

en el cultivo es alta y que a los nueve días algunos gra-

nos de polen germinan (Figura 14a y Figura 17e) y que al-

gunos más se tiñen intensamente con el colorante de Ale-

xander del mismo modo que se tiñen los granos de polen du-

rante la antesis (Figura 17D y C respectivamente), lo que 

indica presencia de almidón. Un comportamiento semejante 

fue señalado en N. tabacum por Sunderland (1973) y por 	- 

Dunwell y Sunderland (1974a) quienes observaron que algunos 

granos de polen presentaban indicios claros de haber sufrí 
do un proceso de maduración normal , pues ocurría germina- 



ción del polen y depósito de almidón. AGn más, Sunderland 

y Roberts (1977) Rashid y Street (1974) en 11..tabacum y N. 
.sy/veetxie respectivamente, reportan dehiscencia de las - 

anteras durante la siembra de las mismas. Sundevland y 

Roberto (1977) encuentran que algunos de los granos libera 

dos llevan a cabo la embriogénesis. 

Lo anterior nos llevaría a suponer que las enteras 

de tabaco no acumulan sustancias tóxicas durante el culti-

vo y en cambio, si presentan niveles adecuados de nutrien-

tes para suministrarlos al polen. Sobre el origen de es-

tos nutrientes pueden sugerirse don cosas: 

a) Que los nutrientes ya están contenidos en las an 

teras al momento del corte, como parece desprenderse de la 

observación de Sunderland (1973) quien menciona que las an 

teras de tabaco en estado de desarrollo antes, durante y -

poco después de la mitosis han completado crecimiento en 

términos de peso seco y fresco. 

b) Que los nutrientes necesarios los absorbe del me 

dio de cultivo, como se desprende del comentario de 

Sunderland (1979) quien menciona que el polen de las ante-

ras de N.tahaesm flotadas en agua destilada degenera rápi 

demente. Si en cambio se agrega sacarosa y agar al agua 

tiene lugar la embriogenésis. 

Cuando se observan los granos de polen de trigo se 

muestra que éstos viven poco durante el cultivo, no presen 

tan germinación después de cierto tiempo en éste y carecen 



de almidón (Figura 16d). Puede suponerse entonces, que la 

baja viabilidad del polen durante el cultivo se debe a un 

agotamiento de las reservas nutritivas de las antaras y no 

a la acumulación de sustancian tóxicas. Tal afirmación 

puede además apoyarse en las observaciones de Ouyang et al 

(1973) y Chu et al (1973) quiinnes comentan que las anteras 

de T .aebtivum y T.vuegahe(rmspectivamente) que habían -
presentado formación de callos prelentaron también dehis-

cencia.Esto podría implicar -ye que no se menciona direc-

tamente- que por similitud con el tabaco, el polen posee-

ría almidón y es capaz de germinar. 

Todo lo anterior nos llevarla a la suposición de -

que si otorgamos a las anteras de trigo las condiciones de 

desarrollo del polen durante el cultivo, se incrementarían 

los niveles de respuesta androgénica. 

Los experimentos con espigas de trigo con y sin ho-

jas nos llevan a la conclusión de que la dotación de almi-

dón es donado por las hojas (Cuadros 15 y Figura 15). Por 

la misma causa, al separar las anteras de la espiga para 

la siembra éstas adquieren un aspecto vacío (Figura 16).Es 

to podría explicar porqué Ouyang et al (1973) observan 

gran cantidad de polen vacío durante el cultivo de anteras 

de T.aeativum y porqué Wilson (1977) encuentra durante el 
cultivo de espigas completas de H.vutgahe que aquellas an-

teras que se desprendían por el filamento de la espiga de-

tenían su desarrollo. 

Así pues, parece que para incrementar la respuesta 

androgénica en T.auttivam se requiere de la siembra de 



espigas completas con hojas. Conclusión que coincide y -

aclara los experimentos de Wilson (1917) con H. vulgahy y - 

Kasperbauer et al (1980) con F. ahunaínacerl„ quienes ¡lumen 

taron los rendimientos de androg6nenis mediante la siembra 

respectivamente, de espigas completas y de porciones de 

panículo de florecillas. 

Entonces, la siembra de espigas completas restaura- 

ría el factor de la pared de la antera (a y 8) propuesto 

por bunderland (1974) y el factor interno de los tejidos 

por Kasperbauer et al. (1980) y Wilson (1977) sería el mante 

nimiento de la viabilidad del polen durante el cultivo. 
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