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4

iNTRODUCCION

Se dice que una planta es haploide cuando &sta tiene

el nimero gametofitico de cromosomas (Reinert y Bajal, -
1977).

Lap ventajas inmediatas de experimentar con los orga

niomos haploides son al menos dog: a) Las mutaciones indu

cidas en ellos son ficilmente detectables ( Carlson, 1973 )
y b) Mediante la duplicacidn de sus cromosomas se pueden ob

tener lineas hombcigas para los programas de formacibn de -
hibridos (Kasha y Kao, 1970).

En la actualidad son dos los métodos que permiten -
una frecuencia relativamente alta de obtencidn de haploides.
Estos métodos son: a) Eliminacidn de cromosomas por cru-
zas interespecificas y b) Cultivo de anteras.

En 1a técnica de cultivo de anteras la intencibn es
ajustar el medio y las condiciones de cultivo de tal manera
que ¢l polen sea inducido a dividirse (Sunderland, 1974).
Dada la simplicidad de la técnica y las altas frecuencias
de induccibn 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

lnn plantulas correspondientes han surpido problemas como:-

a) Variaciones en la pleoidia de lan plantas resultantesy -



b) Esterilidad de las plantas haploides;

c) Altas frecuen-~
cias de plantas albinas y d)

Los bajos o nulos porcentajes
de respuesta de induccidn e¢n las anteras.de algunos géneros

en contraposicidn con los altos rendimientos de induccién -
en otros.

Respecto a este Gltimo problema la diferencia resul-
ta aln mis notable si se comprueba que se han utilizado los
mismos medios y las mismas condiciones de cultivo y sin
embargo, las respuéstas son diferentes.

Dentro de las plantas que

de respuesta androgénica durante
narse:

presentan alta frecuencia

21 cultivo pueden mencig -

Nicotiana tabacum, en donde 75 % de las anteras res-
pondieron en cultivo (Madrigal, 1978); 82 % segln

Weatherhead et al (1979) y 50 % sepln Sharp et al (13971).

Licopensdcum csculentum con un 50 a 70 ¢ seaGn
Gresshoff y Doy (1972a).

Brassica olenacea conun 704 80 $seglin Quazi (1378).

Datura innoxia con 41 - 81 % segln Sangwan - Norreel
(1977) o con 45 % negln Sopory y Maheshwari (1976a).

Dentro de las plantas con bajas frecuencias de reg -
puesta se pueden mencionar:



Capsicum annuum con 1 % seglin George y Narayanaswamy
(1973) . o

Thitucum eestivum con 2,18 ~ 3.1 % segln Ouyang et

al (1973), 1 % segln Wang et al (1973) y 0.6 - 1.7 % segfn
Bajaj (1977).

Hordeum vulgane con 1.1 % segln Gonzdlez~Medina y -
Bouharmont (1978).

Debe hacerse notar que Gonzilez-Medina y Bouharmont
(1978) mencionan que 36 - 73 % de las anteras de H. vulgaxe
presentaban microsporas en diviuién y sin embargo, el de -

sarrollo de estas se detenia y #0lo se recuperaban de 0,44a

2.6 % de anteras con callos. Ln el mismo sentido, Wang et

al (1973) observaron que durante el cultivo de anteras de -
T. aestivum 40 % de ellas presentaban polen multinucleado

y solo 1 % de ellas producia callosidades., Pareceria pues-

que aun el polen de las especies con bajas frecuencias de -
androgénesis presenta la capacidad de llevar a cabo esta.

Exinte una creciente evidencia de que la pared de -
lan anteras juega un papel importante durante la embriogéne

5in a través del aporte de sustancias nutritivas a los
granogs de polen,

Esto se ha comprobado b&sicamente por los
experimentos llevados a cabo con extractos de anteras
(Sunderland, 1978 y Nitsch, 1974).

Ll papel de la antera durante la embriogénesis lle
v6 a Sunderland (1874) & proponer un modelo que explicase
lap diferencian de frecuencias de androgénesis en plantas



como Datuhra innoxia y Nicotiana tabacum de alta frecuen -

cia de respuesta y en cereales, de respuesta mis baja

como
serfa el caso de T. aestivum.

El modelo supone (Figura 1) la presencia de dos ele-
Uno seria la receptibilidad del polen (denominada
P ) que se presenta durante ¢l desarrollo y otro seria un -

factor de la antera (a) que al interactuar coh el polen
lleva o no a este a la androglnesis.

mentos.

ia.Mitosis

N. tabacum

P
Meiosis ‘ 0.
a

{nnoxda Antésis

l T, aestivum

f—>

I'igura 1. Modelo de Sunderland para explicar las diferen -
cias de regspuesta de androgénesis en diferentes tipos
de plantas de acuerdeo a la coineidencia o no de la re-
ceptividad del polen (P) y a los factores de la antera
(a). Modificado de Sunderland (1374).




Asl, Sunderland explica que los bajos rendimientos -
de algunas plantas como T. aestlvum

se deben bdisicamente a
que no coinciden Py a

durants la siembra de las

anteras y
en el caso de los altos rendimiuntos de N. tabacum

y D.
innox{ia se deben simplemente a und coincidencia de

estos
factores.

Se ha llegado ademés a la conclusidn 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. M&s especi-
ficamente, Duncan y Heberle (1876) pugieren que el papel

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

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

tan incrementos ¢n la segunda. Asi Nitsch y Norreel

(1972) encuentran menor mortalidad del polen en las anteras
de D, {mnoxdia

atceiado a un mayor inicio de embriogénesis
(siguiendo el critorio de embriogénesis empleado por ellos).

Sanpwan-Horreel (1977) obscrva que los pretratamien-

tos incrementan la respuesta androgénica en U, {nnoxdia, -
yendo esta respuesta desde 0.71 % en el testipgo hasta

8,61 % en ¢l mejor tratamiento.

Paralelamente obacervé
disminucitnes en la mortalidad del polen que iban de 99.2 %

an ol testipo hasta 91.3 % en el tratamiento.



Sunderland (1378) en N. tabacum obgervé que las an-
teras sometidas a periodos de frio por 12 dias a7 u8°C pre -
sentaban, al cabo de 9 dfas de cultivo, 26.2 % de polen via-

ble contra solamente 2.6 % en el testipgo. Cuando se conta-
ron el nGmero de embriones se observ§ gue las anteras some-

tidas a frio presentaban mayor nGmero de éstos,

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

De las observaciones hechas por Gonzdlez-Medina y -
Bouharmont (1878) y por Wang et al (1973) con H. vulgare vy
T.aestivum respectivamente podria suponerse que si existe
una receptividad del polen en las anteras de estas especies

y que los bajos rendimientos en las mismas no podrian debep
se a la ausencia de ésta.

De los experimentos sobre la viabilidad del polen -
durante el cultivo y como el mejoramiento de &sta incremen-
ta la respuesta androgénica de las anteras podria suponerse

que la diferencia entre las plantas que presentan altas fre-

cuencias de androgénesis(N. tabacum ) y las que producen -

bajas frecuencias (7T, acsti{vum) se deberian a que el polen

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

En el caso de que esta {iltima relacidén fuese verda-
dera, serfa importante conocer los elementos que participan
en el control de la viabilidad del polen, pues a través de

su manejo cxistirfa la posibilidad de aumentar la produc
cidén de plantas haploides,



De acuerdo a lo anterior los objetivos del presente
trabajo son:

1. Lstablecer la relacién entre la sobrevivencia

del polen y la respuesta androgénica en dos tipos de plan

tas: N, {abacum, la cuel ha sido conhsiderada como de alta

frecuencia de respuesta y T.aes tivum, que ha mostrado una
respuesta pobre.

2. Establecer los elementos gue controlan la sobre-
vivencia del polen.

3, Desarrollar una metodologia que permitiese obte-

ner una respuesta a las interroganten que se plantean.



II. REVISION DE LITERATURA.

1. Definicién y Utilidad de los haploides.

8¢ dice que una planta es haploide cuando ésta tiene
el nfimero gametofitico de cromosomas (Reinert y Bajaj,1977)

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

poseen solamente la mitad del nfimero normal de cromosomas -
(Sunderland, 1971).

Los organismos haploides son deseablns al menos

por
dos razones:

£§ -

cro-

a) Las mutaciones inducidas on ellas son
cilmente visibles y b) mediante la duplicacidn de sus

mosomas se pueden obtener individuos homdeigos (Hitsch y -
Nitsch, 1969).

Dado el hecho de que la mayoria de las mutaciones
son recesivas y se enmascaran en loz individuos diploides
(Durr y Fleck, 1980), los haploiden, dada su condicién ho
mbciga simplifican la seleccidn de los caracteres controla
dos por entos genes (Collins, 1977).

Gresshof{ y Doy (1972b) mencionan que en la biolo -
gla molecular y la genética se han logrado avances especta-
culares en el conocimiento de rutas metabdlicas y el con -
trol de la expresidn de los gened gracias a las tfenicas de
anilisis aplicadas a mutante de microorganismos haploides,
téenicas que no se han podido aplicar a celulasn vepetales -
porque la fase haplolde es corta y no se utiliza (Jeilmente

por lo que la prolongacién de cata fase podrfia permitir es-



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

por Carlson (1970) quién, utilizando como agente mutagénico
etil-metano sulfonato, pudo aislar seis callos haploides
auxdtrofos y regenerar cuatro plantas de ellos,

Sin embar-
g0, antos callos ho eran auxbirofos verdaderos pues cre_

cian lentamente en medios carentes de una sustancia,

Gresshoff y Doy (1972b) comentan que probablemente esto se
debi6 a que Carlson partib de una especie poliploide,

El cultivo de células haploides permitira ademés se-
leccionar mutantes con: sobreproduccidn de metabolitos, ge

notipos resistentes a herbicidas especificos, resistencia -

a stress del medio ambiente 0 resistencia a antibibticos

(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 caracteristicas ( 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 Pscudomonas tabacd pudo

obtener, induciendo mutaciones, callos haploides resisten -

tes a una sustancia aniloga a la toxina producida por la
bacteria,

Cuando obtuvo plantas completas éstas fueron re-

sistentes a la toxina liberada por P. tabaci, aunque no pre

sentaban la capacidad para evitar la reproduccién de la bagc
teria ni para impedir la sintesis de la toxina.

Los beneficios de la disponibilidad de plsntas ha
ploides ge extendevian, a través de lineas homocigas, a
plantas que se autofecundan

plantas de polinizacién cru-
zada y plantas de propagacidn vegetativa,



En plantas que se autofecundan es importante la
seleccidn, por cruzas, de linwas puras de alta calidad.

Después de una hibridacién la restauracidn de la homocigo -

s5is requiere de muchas generaciones (Gonzdlez-Medina vy
Bouharmont, 1978 y Barclay, 137§).

que se requieren de 5

Clapham (1977) comenta
a 7 peneraciones de autofecundacidn
0 tres afios para obtener el individuo homécigo, tiempo que

s reduciria a un afio mediante la duplicacién de los cromo-
somas de un haploide.

En el caso de especies de polinizacién cruzada, como
el centeno, la disponibilidad de lineas homécigas permiti -
ria también manifestar el vigor hibride (Keller y Stringam,

1978). Un caso semejante seria la autoincompatibilidad en

los frutales (Rajasekavan y Mullins, 1979).

liablando de especies propagadas vegetativamente como
la papa (tatraploide, 2n =

=z Yx =
dividuos diaploides (2n =

48) la disponibilidad de in
= % =

24) permitiria que las cru -
zas fuesen mas fdciles, lo que llevaria a propagar este

cultivo por semilla para asi evitar la transmisién de enfer

medades virales y manifestar ademls, el vigor hibrido
(Keller y Stringam, 1978).

En el caso de mejoramiento de frutales los haploi -
des serian itiles ya que en estas plantas las cruzas son di
ficiles de llevar a cabo por los ciclos largos, por la naty
raleza altamente heterocipa de la mayoria de los frutales y

por factores come la partenocarpia (Rajasekavan y Mullins,-
1979).

Sin embargo, ninpuna de estas técnican tendri amplia



aplicacidn hasta que los métodos para inducir gran cantidad

de haploides en muchas especies no estén disponibles ( Gon-
z8lez-Medina y Bouharmont, 1978).

2. Métodos para la obtencidn de haploides.

E1l principal problema de los diferentes métodos de -
obtencién de haploides

uno de ellos tenga-
dos. Dentro

-aparte la laboriosidad que cada -~

es la frecuencia de haploides obteni -

de estos métodos pueden mencionarse: a) apari
cidn espont@nea, b) induccidn por tratamientos quimicos o -
fisicos, ¢) polinizacidn retardada y otros. Estos métodos
se utilizan poco por las frecuenciay bajas de aparicidn y -

las dificultades para detectar log individuos haploides
(Sink y Padmanabhan, 1977).

-

De esta manera, Aalders (1958)
intent$ aislar haploides espontdnecs de calabaza. Se espe-

raba que las pléntulas haploides de calabaza tuviesen un

crecimiento lento, cotilcdones pequeifios y delgados y una
apariencia débil.

Asi, de 34,746 pléntulac se selecciona -

ron 374 por este criterio y ninguna fue haploide. Cuando

se varié el criterio de seleccibén y se supuso que los enm

briones haploides debfan ser pequefios y se extrajeron &€stos

y se sembraron, se consipuieron solamentede 0,35 a 1.2 &

v de
monoploides. Contra lo esperado, los haploides obtenidos -

crecian normalmente y tenfan apariencia de planta diploide,

or 1o que sdlo se les pudo distinguir por
q 124

conteos cromosd-
micos .,

Se han vreportado haploides espontincos de Brasddica

campestris y B, napus (Keller y Armstronpg, 1979).

Existen, sin embarpo, dos métodou «que producen ma -
yor frecuencia de haploides y que tienden a per utilizados
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con preferencia. Estos métodos son: a) eliminacién de los

cromosomas por hibridacidn interespecifica y b) cultiveo de
anteras {n vitao .

En el primer método Kasha y Kao (1970) obtuvieron
plantas haploides de Hoadeum vulganre

(autotetraploide) por

medio de cruzas interespecificas con H.,bulbosum (tetraploi-
de). En la primera cruza se obtuvieron plantas diploides

semejantes a H.vulgate que produjeron semillas. Estas -

plantas diploides se cruzaron de nuevo con plantas diploi

des de H.bufbosum de aparicidn esponténeca. Los embriones -

de estas cruzas eran abortivos, por lo que se les colocd en

medio de cultivo. De esta manera se obtuvieron 23 plantas
haploides semejantes a H.vulgare Kasha y Kao determina -

ron que no ocurriria partenogénesis, sino que si habia fe -

cundacidén y que los cromosomas de H. bufbosum se eliminaban

durante las divisiones del embrién., Utilizando el mismo -

mitodo Barclay (1975) pudo obtener haploides de Taiticum -
acsd tivum (hexaploide, 2n = 6% = 42) mediante cruzas con H.
bugbosum 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-
nian ninguna caracteristica de H.bulbosum por lo que se supo
ne gque hubo eliminacidn de los cromosomas.

En la técnica de cultivo de anteras 4n vitte la in -
tencidn es ajustar el medio y las condiciones de cultivo de
tal manera que el polen sea inducido a dividirse. Los gra-
nos de polun multicelulares pueden seguir dos caminos: a) -

desarrollarse de un modo organizado y producir embriones
con rafz y yemas

o b) desarrollarse de una manera desorga
nizada y formar un callo (Sunderland, 1974), Independiente-
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mente de la ruta de desarrollo que siga el polen se dice
que ocurre la androgénesis.

Aplicando esta téenica es posi
ble obtener altas frecuencias de formacién de pléntulas ha-
ploides. Por ejemplo, Collins y Sunderland (1874), traba -
jando con Nicotiana kgnightiana

y N. naimondii(diploides -
ambas, 2n =

24) obtuvieron un promedio de 10 plantulas por
antera sembrada, aunque algunas produjeron hasta 400 plintu

las en N.kgnightiana vy casi 200 en N. raimondii . Cuando
se observaron 300 metafases para contar el nlmero de cromo-

somas todos los casos mostraron el nGmero haploide (2n = -
12).

Se comprende asi -dada la simplicidad y facilidad -

de las operaciones y la posibilidad de altas frecuencias de
obtencidn- que a partir del trabajo de Guha y Maheshwari -~

(1964) con D. {innoxia se haya presentado un renovado inte -
rés por los haploides obtenidos por esta técnica.

Sin embargo, al aplicar la té&cnica de cultivo de an-
teras {n vitro y obtener las pléntulas correspondientes han
surgido problemas como: a) variaciones en la ploidia 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 induccibn en las anteras
de algunos en contraposicidn con los altos rendimientos de
induccidn en otros.

a) Variaciones en la ploidia de las plantas resultan
e,
En este caso se pueden mencionar los trabajos de
Nighi y Mitsuoka (1869) quienes al repenerar pléntulas de -
atrroz a partir de callos encontraron que éstas presentaban
variaciones de ploidia con nlmeros X, 2%, 3X y 65X y cada

una de ellas con diferente viabilidad del polen,



Rajasekavan y Mullins (1973) obtuvieron solamente -

plantas diploides mediante el cultivo de anteras dol hibri-

do Vitis vinifera x V.rupestails . El Gnico modo de paber si

estas plantas eran homécigaf y provenian por lo tanto de la
duplicacidn de los cromosomas del polen era observay si
ocurria segregacién en la descendencia.

Bouharmont (1977) trabajé con anteras de Hoadeum -
vulgare y observd que los callos obtenidos de la siembra

presentaban divisiones de nGcleos haploides, diploides, tri

ploides y afin poliploides. Los nficleos no haploides en las

microsporas se podia explicar por endomitosis o por fusidn

de los nficleos. En el caso de la cebada probablemente la -

mayor causa de poliploidia es la endoreduplicacién, esto
es, una endomitosis.

En Datura metel ne obtienen de las anteras en cultivo
70 % de callos diploides, 23 % de triploides y 7 % de ha
ploides, a diferencia de Anabidopsis thaliana

donde sola -
mente 2.7 $ de los callos son diploides ( Amos y Scholl, -
1978).

El género Nicotiana spp es uno de los pocos donde se
obtienen casi excluscivamente haploides,

b)Y Esterilidad de las plantas haploides,

En la mayorfa de los canos las plantas haploides
son estériles, por 1o que es necesario restaurar la condi -

¢ibén 2n a través de la duplicaciédn de los eromosomas.

Muchas vecas en el caso de especies poliploides no es nece-
sario esto ( Collins, 1977),

Se han utilizado varios métodos para duplicar los




cromosomas, algunos de estos son: Aplicacidn de golchicina

a las anteras antes de llevar a cabo la siembra de sstas -

(Sunderland, 1970) y duplicacidn esponténea durante el cul-

tivo de callosidades (Kockhar et al 1971). Este {ltimo mé-
todo se basa en la baja estabilidad cromosbédmica de los -

callos, lo que ocasiona la duplicacibn, afin hasta la poli -
ploidia.

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). Asi Scowcraft (1979) encontré que -

las plé&ntulas obtenidas de anteras de arroz eran en su mayo
ria albinas (75%).

Chen (1978) menciona que las concentraciones de sa -
carosa en el medio de cultivo puede influir en la propor -
cidn de albinos que se presentan, pues observd que las al -
tas concentraciones de sacarosa en el medio aumentan el nfi-

mero de plantas haploides albinas en anteras de arroz.

Mo se conoce la causa del albinismo, aunque se cree-
gque no es debida a la ausencia de proplastidios, sino mis -
bien a la carencia de desarrollo de é&stos (Scowecraft, 1979)
Dunwell (1978) menciona que los proplastidios carecen de -~
ARN ribosomal y que hay ausencia de proteinas codificadas -
por el genoma del cloroplasto, no conociéndose si éste carg
ce del ADN adecuado o si éste estl reprimido.

“ ) . . + .
) Variaciones on las frecuencias de induccidn.

A medida que se han sembrado anteras de diferen -
tes especies &

e ha observado que existen algunas cuya reg -

puesta al cultivo se¢ manifieata en altas frecuencias de an-

drogénesis. Tal es ol caso de Nicotiana tabacum y Datura



metel donde se han observado 45 - 80 % de anteras que pro-
ducen embriones y pléntulas en el primer caso ( Weatherhead
et al 1979, Sharp et al 1971 y Nitseh y Nitsch, 1969 ) y
41.1 - 81 % de anteras con embridn en el segundo caso
( Sangwan-Norreel, 1977 y Sopory y Maheshwari, 1976a).

Extrafiamente, 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 mays , donde 0.17 - 1 % de las anteras producen -

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

Taiticum acdfivum, donde 1 - 3 % de las anteras producen -

callos ( Wang et al 1973 y Quyang et al 1373 ), Mas 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 a cabo Wang et al (1973)
quienes encontraron que si bien solamente 1 % de las ante -
ras producian callos, el 40 % de ellas producian polen
multinucleado en los primeros dias de cultivo.

De esto se
concluye que el desarrollo de la mayoria de estos granos

multinucleados se inhibe después de varias semanas.

En -
forma similar Gonzllez-Medina y Bouharmont (1978) encontra
ron en Hordeum vulgare que 36

- 70 % de las anteras tenian
polen en divisién.,

A los 30 dfas estas anteras morian; co
sa que no sucedia sl eran transplantadas oportunamente a un

medio fresco en donde recuperaban 0.44 - 2,66 % de anteras
con callos. Finalmente, Bouharmont (1977), también en H,-
vilgane, observé que al menoo 50 % de las anteras mostraban

hasta 30 % de microsporas con tres nficleos y que el nfimero




Micotiana tabacun cp.y3s
‘Ni'coﬁana‘labaélun ev While Burtey
Nicotiana tabacum oy white Burley
Nieotiana tabacum oy, Ky
Bmaiqa'otmcea
Datura innoxia

Daturna innoria

Lycopens Loum esculentum

Vitis vinifesa x V.aupestnis
Onyza sativg

Oryza sativa

Fragarnia glandiflora ev. Hokowane
Arabidopis thaliana

Mabidopsds thatiana

Nicotiana knightiang

Nicotiana raimondii

Hondeum wvulgane®

Sccale cereate {tetrapeoide)
Secale cereale (diploide]
Nicotiana sytvestris

Nicoriana attenuata

Hyoseyamus nigea

Brassica campestris

Thiticale

Hondeum putgane®

Capaicum annuwn

Thiticum aes tivm
Titicum aes Livim
Titicum aes tivun
Talticum valgane
Zea mays

lea mauys
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de éstos aumentaba d los 4 o 6 dias de cultivo.

Sin embar-
go, este desarrollo se detenia y sdlo

unas pocas antearas
formar un callea,

producian divisiones suficientes para

inducir la divieidn -

que éstas cesan y el

Bouharmont concluye que no es diffecil

¢n las microsporas y lo que ocurre es
chllo pequeiio degenera.

Podria pues considerarse que afin 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 in vitho y los mecanismos

de accidn de estos ofrecerian la posibilidad de resolver eg
te y otros problemas.

3, Factores que inducen la andropénesis in Vitro.

Dentro de los factores que se han manejado para la -
induccidén de la androgénesis mencionaremoy:

.

3.1 Medios de cultivo.

Reguladores del crecimiento.
Estado de¢ desarrcllo del polen.
3.4 Estratepgias de cultivo.

3.5 Pretratamientos.

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

3.7 Genotipo,

Influencia de la pared de la antera.



Una esquematizacién de la interrelacién de estos fac

tores durante el proceso de androgénesis se puede observar
en la figura 2,

3.1 Medios de cultivo.

Puesto que la observacién original de Guha y
Maheshwari (1964) se 1llevdé 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 Datura innoxi{a se siembran en

un medio m&s rico que el empleado originalmente por Guha y
Waheshwari se observa mayor porcentaje de respuesta
(Sunderland, 1971).

Sin embargo, cada investigador utiliza una combina -

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

ses racionales para esas diferencias, muchas de las cuales
son triviales (Sunderland, 1974).
dad son preferidos los medios de
aquellos

En general en la actuali
composicidén mis rica a -
-por comparacidn- més

simples, como serfan los -
medios de White (1934, citado en

Bouharmont, 1977) o el
empleado por Guha y Maheshwari (1964),

ros estan los discifiados por:

Dentro de los prime

Murashige y Skoog (1962) y- -
las diversas variantes de oste (Linsmaier y Skoog, 19653

Blaydes, 1966 y Bourgin y Nitsch, 1969; citados en
Sunderland, 1974); el medio utilizado por medio por Nitsch
y Nitech (1969) y recientemente, ¢l medio N-6 para anteras




Genotipo

Condiciones de Culti-
vo de la Planta,

3
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FIGUKA 2. TInterrelaciones posibleu entre lou factores que indy
ten la androgénesis {n vitre. En penceral,en las plantas con
baja o nula frecuencia de androgénesis el cultivo de la espi
Ra vompleta (Wilson,1977)podrfa aportar una explicaciédn de -

¢hitas respuestas y mejorarlas,




de trigo (Hu et al, 1978).

De todos los componentes que intervienen en los me -

dios de cultivo resulta dificil establecer el papel de cada
uno de ellos,

Sharp et al (1971) encuantra que hay una relacién en

tre la concentracifn de sacarosa y la morfogénesis en Nico-

tiana tabacum. En Hordeum vufgare se encontré que los me-

jores resultados se obtenian con 3 % de macarosa

(Bouharmont, 1977) y en Taditicum vulgare la concentracibdn -

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

de esta influencia fuera de que probablemante no solo inter
venga como factor nutricional, sino tambifn a través de la

regulacién de la presidn osmbdtica ( Pan et al, 1975).

El fierro parece ser de alta importancia, pues al -
disminuir su concentracidédn en el medio disminuye el porcen-
taje de anteras que produce pléntulas. Si al medio origi -
nal da Guha y Maheshwari se le adicionan mayores niveles de
fierre, los resultados de androgénesis son mejores
(Sunderland, 1971).

Il esquema se complica afin m&s cuando se agregan -
otras sustancias de composicién desconocida como extracto -
de levadura, caseina hidrolizada, agua de caco (Sharp ct al
1971) o extractos de papa, tomate, rizoma de loto y endos -
permo lechoso de arreoz y maiz ( Hu et al, 1978).

Se¢ han manejado también reguladoren del crecimiento
puro estos se tocarfin on la siguiente secccidn,



En determinado momento se aceptd que el medio de

cultivo debfa cumplir una funcién doble. Debia llevar a ca

bo la induccién de la androgénesis y ademis debia de soste-
ner el crecimiento del polen después de esta. (Sunderland,
1971). Sin embargo, la c¢lfectividad del medio como factor -
inductor se pone en duda cuando se menciona que Nitanch
(1970, citado en Nitsch, 1974 y en Sink y Padmanabhan, -
1977) mostrd que el agua destilada con sacarcsa y 't en fop
ma quelada eran suficientes para desarrollar embriones a
partir de las microsporas de las anteras de tabaco.

Esta -
evidencia y otras mis (tratadas posteriormente) han llevado

a Dunwell (1978) a sugerir que cualquiera que sea la natura
leza del estimulo de induccidn, éste no es dependiente, al

menos en tabaco, de ninguna substancia suministrada al me -
dio de cultivo. UEste es necesario solamente para el creci-
miento posterior del embridn.

3.2 Reguladores del crecimiento.

Para la mayorfa de las especies se incluyen una

auxina y una citocinina en ciertas concentraciones
(Sunderland, 1973).

Chu et al (1973) encuentra que las anteras de

Tad -
ticum vulgane

producian callos en presencia de 2,4-D y
plantulas si se utilizaba AIA y cinetina.
esculentum

En L{icopersdicum
Sharp et al (1971) ancuentran que los resulta-

dos Sptimos se obtinnen utilizanda 2,4-D y cinetina o ANA -
y cinetina,

En Patura {imnoxda la cinatina induce la divisién

Fom



del polen y la cinetina y &cido indol acético indugen la
divisién de las paredes de la antera (Sunderland, 1971).

Raghavan (1978) menciona que las anteras Hyoscyamus

swien en un medio con 2,4-D conduce a la formacién de
eiallos.

Si el medio carece de auxinas se forman pléntulas.

El caso mds homogéneo de recpuesta a las hormonas ve
getales lo presentan las gramineas, 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 Taditicale

(Ono y Larter, 1976); Secale corcale

y Tadticale -
(Orlikowska, 1977); Taiticum acgilopoides y T , dicoccoides

(Fujii, 1970) y T.aestivum( 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 Orxrlikowska, 1977).

Por otra parte, en plantas como Datura LnnoxLa,
Sopory y Maheshwari (1376b) encontraron que ocurria andro

génesis en presencia de auxina como ANA, donde 20.5 % de
lag anteras presantaban embriogfnesis, 32 % con AIA y u2 %

con AIR L1 2,4-D no produjo reppuesta.

Con giberelinas -
hubo 38 - %5 % de respuesta.

Con citocininas hubo 48,7 % -
cuando se utiliz6 cinetina; 52 % con B* y 56 % con Zeatina.

Ln ¢l medio basal sin hormonas hubod:0a 20 ¥ de anteras con
ambriones. Sheridan et al (1980) encuentran que habia re_-

sultados en anteras de lea mays ¢n medion que
2,0-D y TIBA; 2,4-D, TIBA y BBAP y cinatina.

¢oimin en estos medion era la concentracidn do
Nlcotiana Langsdord{ Durr y Tleck (1980) han

tenfan TIBA;-
Lo fnico en -
gacarosa, Ln
obtenido ha -
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ploides en medios con y sin einetina.

Resultados semejantes a los anteriores han llevado -
a 14 conclusién de que algunas plantau no presentan un re -
querimiento hormonal especifico y quu afin otras mfs no re -
quieren de ninguna (Sunderland, 1971).

Ho se conoce la contribucién que hacen las hormonas
a los procesos de induccidn (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-
¢lusién que apoya Sunderland (1974) argumentando que los te

}idos en senectud liberan hormonas y que las paredes de las
anteras envejecen rdpidamente en cultivo.

In caso de no considerar a las hormonas como esencia

les e¢ntonces éstas serian importantes solamente en la fase
de postinduccidn (Sunderland, 1974), Esta Gltima posibili-
dad regulta apoyada por el experimento con Hyoscyamus nigenr
de Rapghavan (1978). Comoc se menciond, en H. niger la pre -
gencia de auxinas conduce a la formacién de callosidades y

cuando se omitian aquellas se formaban pldntulas. Raghavan

observl que las microsporas que daban origen a los embrio -

nes pe capsterizaban por carecer de vacuola y no tenerxr depd
5ito de almidbn,

Estos granos de polen se encontraban




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

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

se formaban callosidades a partir de microsporas que care -
cian de vacuola y no tenian almidén, situindose en la misma
posicién que las que daban origen a embriones. Esto es, en
los primeros estados de desarrollo de los callos lag célu -
las que les daban origen y lan que originaban a los embrio-

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

vé hasta después de las primeras divisiones en que éstas

eran desordenadas y no producfan el arreglo polarizado del
embridn. Raghavan concluyd que la auxina afectaba la forma
cidn de las nuevas células en granos de polen embriogenéti-
camente determinados de tal manera que hay error en la for-

macién de los embriones y ocurre la formacifn de callos.

3.3 Estado de desarrolle del polen.

Durante un trabajo con 27 especies de Nicotiana en el
que se evaluaron varios factores como : Medios de cultivo,
pretratamientos, &poca de floracién y estado de desarrollo,
Tomes y Collins (1876) concluyeron que éste Gltimo fue el -
més importante para determinar el éxito de la induccién.

De manera aproximada el estado éptimo para la induc-

cién del polen en las anteras puede dividirse en tres gru -
pos: Clase I (premitbtica) donde el estado &ptimo se en

cuentra después de la meiosis y antes de la primera mito
nis;

Clase II (mitbética) que responde justamente antes, du
rante o justamente después de la mitosis y Clase III ( post

mitética) en donde el estado bicelular es el mejor
(Sunderland, 14979).

Derafortunadamente es diffcil adscri -



bir las respuestas de las anteras de los diferentes géneros
exactamente en alguna de estas divisiones, aunque gi puede

mencionarse un estado Sptimo de regpuesta. Asi, lorner y -
Streat (1978a) encuentran que en Nicotiana tabacum cv. -

Barley las anteras de casi todos lop estados de desarrollo

del polen podian producir pléntulas con un m&ximo en el es-

tado bicelular temprano. Sangwan-Norreel (1877) observs en

Datura £nnox{ia que las anteras con polen antes de la mito -
5is y después de ésta respondian durante el cultivoe. Cuan-
do estas mismas anteras se sometieron a un pretratamiento -
se encontrd la respuesta Sptima después de la mitosis, -
Chen (1978) encontré que el estado Sptimo de las anteras de

Onyza sativa dependfa de la concentracién de sacarosa en el

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

estado de desarrollo que produjo los mejores resultados fue
el uninucleado temprano y cuando contenia 6 % el que mejor

respuesta dié fue el uninucleado medio. En ambas concentra

ciones de sacarosa el estado tardfio dio respuesta, aunque -

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

yas mis viejas se pueden deber a que el polen se retrasa en
#u desarrollo y que parte de éste alin no alcanza el estado
critico al momento de la siembra (Sunderland, 1973). En el
Cuadro ? ce presentan los estados de 'desarrollo que produ -
cen los mejores resultados en varias especies.

3.4 Estratepgias de cultivo.

El método de siembra mis comGnmente utilizado con-
niste en depositar las anteras axtrafdas de los botones flo-
rales previamente esterilizados en el medio de cultivo s61i

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



ESPECTIE

Lycoperadicum eaculentum
Tniticum aegilopoides
Tniticum dicoccoided
Capsicum anmwuum

Hyodcyamus nigen
Hyoseyamus nigen
Aabidopsis thaliana
Hondewn vulgane

SoLanum tuberosum
Datuna innoxia
Triticale

Onyza sativa

Nicotiana tabacum

Nicotiana tabacum v
Barley

Nicotdana panicubata
Nicotiana afistica
Nicotiana sylveatris

CUADRO 2.

ESTADQ DE DESARROLLO QPTIMO

Yeiogis temprana (Tétxada)
Tétrada
Tétrada
Unimucleado temprano, poco después
de la liberacibn de la tétrada,
Tétrada o uninucleado temprano.,
Uninueleado medio.

Tétrada y Uninucleado

Uninucleado

Uninucleado
Uninucleado
Uninucleado
Unirncleado y Uninucleado tardio.

Pooo antes, durante y poco despubs
de la primera mitosis.

Binucleado temprano
Binucleado
Binucleado
Binucleado

!
@
|

REFERENCIA

Gresshofl y Doy, 1972a
Fujji, 1970
Fujii, 1970

George v Narayanaswamy,
1973,

Corduan, 1975
Raghavan, 1978
Gresshoff y Doy, 1372b

Bouharmont:, 1977 y Wilson,
1977.

Sopory et al 1978

Sopory y Maheshwari,1976a
Sun et al 1973

Guha-Mukherjee, 1873 e
Institute of Genetics,197M

Sunderland, 1973,

Horner v Street, 1978a
Tomns y Collins, 1976
Tomes y Collins, 1976
Temns y Collins, 1976

Estados de desarrollo del polen de varias especies en ol cual la siembra do

las anteras produce una Sptima respuesta androgénica.




ner una influencia inhibitoria sobre el desarrollo del

embriSn por lo que es conveniente sembrar el polen afslado
(Nitsch, 1977). Para llevar a cabo esto se desgarrdn las -

anteras y se filtran en un cedazo para retirar 108 Vestos =
de estas; se deposita el polen paip centrifugacién y se re-

suspende para posteriormente sembyarlo en medio liquido, -
Técnicas como esta evitan la competencia del polen con los
tejidos diploides de las anteras, permiten una fécil manipu
lacibn del material para estudiosn bioquimicos y morfolégi -
cos ( Nitech, 1977) y permiten controlar y regular los fac-
tores que producen la androgénesig al eliminar la aceién de
los tejidos de la antera (Reinert et al1,1975). Una variante
de esta técnica es la propuesta por Sunderland y Roberty. -
(1977), quienes aislan el polen aprovechando que algunas an
teras presentan dehiscencia cuando se hacen flotar en un me
dio liquido. De esta manera se a@vita la ruptura de las an-
teras y el posteriaraislamiento.

Sharp y Raskin (1972) propusieron la llamada técnica
nodriza con Licopensdicum esculentum. Ln esta técnica se de-
posité polen aislado sobre papel filtro que a su vez se co-
locd sobre anteras completas cultivadas en un medio sélido.

%e supuso en este caso que las anteras donaban sustancias -
para ]l desarrollo del polen.

Finalmente se puede mencionar una técnica que proba-
blemente d¢ la pauta de investipacidn cn la formacidn de
haploides de las especies de bajo porcentaje de respuesta.

S¢ ha recurrido a la uiembra de cspigas completas de
flondeum vulganre en medio liquido (Wilson, 1977 y Wilson et

al 1978) vy a siembra de espiguillas unidas a una porcién de




tallo de Fedtuca arundinacea en medio sélido (Kasporbauer,
et al, 1980).

Kasperbauer et al argumentan que los medios de culti
vo de tejidos somfticos de gramineas han probado ser sufi -

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 alglin factor que esté en el tejido somitico, por
lo que el cultivo nodriza podrfa mejorar la respuesta.

cién cuando observa que, en el cultivo de espigas completas
de cebada, aquellas anteras que se desprendian de ésta a

Wilson (1977) confirma en cierto modo esta afirma

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 Pretratamientos.

La idea general bajo la cual pueden aglutinarse los
pretratamientos dados al material antes o durante la siem -

bra se debe a Nitsch (18974 y 1977), Las observaciones he -

chas por Nitsch durante el desarrollo embriogenédtico hicie-
ron que propusiese que habfa dos pasos durante la induccidn
de éste. Ll primeroc era modificar el desarrollo normal -
del polen, esperando con esto lograr que se camporte como -
una célula somitica que de origen a pl&ntulas y el segundo
era que el madio de cultivo debfa suministrar los nutrien -

ten adecuados para al crecimiento del embribn. El aevento -



que utilizd Nitsch para provocar esta desviacibn del de

sarrollo del polen fue el sometimiento a bajas temperaturas
(e 3 a 5°C por varios dias).

Sin embarga, existen otros
pretratamientos que se mencionav8n primero.

Gonzdlez-Medina y Bouharmont (1978) sumergicron ante

ras de cebada en una solucién de 2,4-D por cinco horas an
taes de sembrarlas.

-

Hubo 1.1 % de anteras que formaron
callos y 0 % en el control.

Jensen (1974b, citado por Nitsch, 1877) sefiala que
el efecto del frio puede

en la gravedad. Esto sc
polen de N.sylvesditrds ces
polen en el cultivo.

ser sugtitufdo por un ineremento -
comprueba cuando se observa que el
diffeil inducir la divisién del

51 se aumenta la gravedad por centri-

fugacibn se incrementa el nfmero 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 fisioldgicas de ésta con la planta. -
Adenmds Sangwan-Norreel sometid las anteras de D.{nnoxia a -
periodos de frioc o a centrifugacién ( 5 minutos a 150° ) o

a ambas cosas a la vez y encontrd siempre aumento de rves
puesta con respecto al testipo.

Wilson et al(1978) cortaron plantas de Hoadeum vulga

al nivel del suelo y colocaron ¢stas en agua a tempera-
tura ambiente por 48 hrs.

ne

Ohservaron que las espigas some-
tidas a pretratamiento presentaban con mayor frecuencia al-

teraciones de la primera divisién mitdtica consistentes en



la formacién de nficleos iguales o en cambios en los planos
de divisidén. Cuando se llevd a cabo la siembra el medio de
cultivo las anteras pretratadas produjeron de 5 a 10 veces
mayor respuesta que las anteras no precvétadas. Wilson et
al (1978) concluyc que, probablamente, al momento del corte
hubo cambios en los niveles de hormonay como ABA, etilenoc y

giberelinas; lo que alters el patrédn normal de depsarrollo.

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 &cido 2-clo-
roetilfosfénico.

Keller y Armstrong (1979) trabajando-con Brassica -
campes this encuentran que si las anteras se someten del a3
dias a 35° C y luego en la siembra se colocan a25° C se pre
senta un aumento significativo en el porcentaje de anteras

que producen plantas (8.7 % ) con vrespecto al testigo -
(0.5 %).

Los pretratamientos con bajas temperaturas sugeridos
por MNitsch y Norrveel (1972) se basan en trabajos como los -
de La Cour (1949) quién observd on Taadescantia baacteata -
que las bajas temperaturas evitaban la polarizacién de cito
plasma por gradientes de concentracibén de proteinas y RNAj;
lo que llevaba a modificaciones on la ruta normal de de -

sarrollo formdndose dos nlicleos iguales., ©n algunas ocasio
nen Lo Cour observd que algunos pranos de polen se habfan -
dividido varias vecaes.

Auf, Nitoch y Norreel (1972) encontraron que las an-



teras de Datura innoxia en estado de mitosis producfan

21 % de anteras con embriones cuando se sometfan a un pre
tratamiento por 38 horas a 3° €. El testigo (48 hre. a
241°C) 86106 produjo 3.2 % de respuesta.
(1974) obgervé las anteras de

Cuando Nitach

D.inmnoxia con y oin pretrata
miento al cabo de cinco dias de cultivo encontrd que

aquellas nometidas a frio presentaban 32 % de granos de po-
len con nficleos iguales y el testigo solamente 3 %,

Cuando
permitid que estas anteras sipguiesen su desarrollo en el

medio de cultivo encontrd de nucvo mayor nlmero de embrio -

nes por antera y mayor nfimero de anteras con embrién en las

anteras sometidas a frio. Nitach argumenta que estas obser

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

embriogénesis es la alteracidn d¢ la divisidn asimétrica

del nlcleo y que el frio provoca esta alteracién.

Se ha mostrado que en el momento de la mitosis el
frio impide la migracién del nf(cleo.

Como resultado de es-
to, el nlcleo se ubica en un lugar diferente y con los ejes
de:] huso cambiados, dando origen a dos nfcleos iguales, en
vey, de dos diferentes (Sangwan-Norreel, 1977). Se sabe -

ademds que o) frio inhibe la accién de los microtfbulos -
(Hitach, 1977),

$in embargo, Tomes y Collins (1976) con Nicotiana -
paniculata y N.austica ; Sunderland y Roberts (1978, cita-

do en Sunderland, 1978) con N.tabacum

y Sangwan-Norreel -
(1977) con Datura innoxia encuentran que los pretratamien -

ton de {rfo cran mls efectivos en la inducciédn cuando sc

aplicaban a anteras que, o ya habfan sufrido la divisién o
nu ancontraban en ella,

Sunderland y Roberts (1978; citado
en Sunderland, 1978) encuentran ademfs que lon pretratamien



tos a7 - 9° C producfian mayor nlmero de embrionet por ante-
ra que los pretratamientos a 5° C,

Ante esto Sunderland (1978) piensa que ¢l hecho de -
que una temperatura alta (7 - 92 C ) sea mis efectiva que -
una temperatura baja, quiere decir que no es el frfo en si
el que aumenta la produccién y del hecho de que este pretra
tamiento sea efectivo después de la divisién asimétrica se

sipue que el papel del frfo no es producir una modificacién
de la primera divisién.

¢ Cudl es entonces el papel de lan bajas temperatu -
ras?

La posible respuesta probablemente pne habfa dado ya -

al mismo tiempo que los experimentos de induccién anterio -
res.

Asf, Duncan y Heberle (1978) mencionan que el polen

de las anteras de N.tabacum sometidas a fric presentaban -

degpués de 7 dias de cultivo, 4- 40 % de polen muerto, en -
wambio ol testigo presentaba 62 - 75 % de moprtalidad. Como

criterio de mortalidad se utilizd la apariencia vacifa y -
arrugada del polen.

In Nicotiana tabacum ,Sunderland (1978) por medio de
conteos de viabilidad del polen con diacetato de fluorescei
na reporté que a los nueve dias de cultivo el polen de ante

ras sometidas a pretratamiento presentaba 26.2 % de polen -

viable y 56lo 2.5 % cn ol testigo. Cuando se cuantificé el

nfmero de embriones o lon 35 % dfas se encontr6 que habia -

465 embriones en el lote sometido a frfo y 29 en el con -
trol.




Tomes y Collins (1976) recalgan que cuando gometie -

ron a pretratamientos las anteras de Nicotdana panlculata y

N. nfistica no ocurrfa un incremento notahble en @l nfimero de
anteras que producfan embrién, puro que 8i lo habfa en el -

nfimero de plantas por antera. ‘omes y Collins concluyen -

que en este caso el pretratamiento ( 4° C durante 48 horas)
no indujo la divisién del polen sino que simplemente mejord

las condiciones de la antera para la produccibn de los -
embriones.

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

frio en el incremento de la respuesta se¢ debe a la disminu-
cién 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-
¢i6n de¢ haploides considerando las condiciones de desarro -
1lo de la planta donadora (luz, temperatura, sales minera

les, ontc) y la edad de la misma sean los mis conflictivos y
e ocasiones francamente contradictorioe, lo que hace diff-

cil s#laborar un esquema coherente que los explique.

Dunwell y Perry (1973, citado en Sunderland, 1974) -
someten o plantas de tabaco durante su crecimiento a dos fo
toperfodos; une e 8 horas y otro de 16 horas de luz. Cuan
do siembran las anteras de estas plantas encuenhtran que las
que creciceron en perfodos de ocho horas do luz muestran la
me jor roedpuesta de las anteras y las fquu crecieron en perio

dos de 16 horas muestran la mayor f{recuencia de induccién.-




Sin embargo, Kasperbauer y Collins (1974) concluyan que -
aln cuando las plantas de Nicotina tahacum ge cultivaron en
diferentes fotoperiodos y diferentes temperaturas no hubo
diferencias drdsticas en la produccibén de haploides.

Nitsch y Norreel (1972) mencionan que las anteras

de DV.innoxia crecidas a su temperatura Sptima producfan
el mayor porcentaje de anteras con cmbriones, Keller y

Stringam (1978) en Baass{ica napus encuentran que habSa ma
yor produccién de embriones en plantas que se crecieronde
10 a 15° C que cuando se crecende 20 a 25° C,

Sunderland (1978) sometif a plantas de Nicotiana -

a un déficit de nitrfgeno desde el estado de plén
Cuando se sembraron las anteras se observd que las -
que provenian de plantas sometidas al déficit producian ma-

yor nimero de embriones por antera y mayor nGmero de culti-
vos con embrifn que la planta control.

tabacum
tula.

En forma opuesta, -
Madrigal (1978) concluye, en Nicotiana tabacum también, -

que las anteras de las plantas fertilizadas producen mis

pléntulas que lay plantas sin fertilizar y que el nmero

de
anteras que producen embriones fue el mismo en ambas.

La inflorescencia de tabaco en una panicula en raci-
mo. Las flores maduran desde la bage hacia el 4pices ( Ma-
drigal, 1978) por lo que es posible tomar yemas florales a

diferentes edades de maduracidn de la inflorescencia.

Sunderland  (1971) concluye que las anteray tomadas

uh los primeros dfas de floraciGn fueron mejoraes en porcen-
taje de anteras con embriones ( %0 - 51.8 % ) que las toma-



dag a mayor edad de la misma ( 4.9 %) Kasperbauer y Wilson
(1979) mencionan que se obtiene mayor éxito si se utilizan
lap primeras yemas florales que ni se usan las yemas de

plantas que han estado “loreciendodurante algln tiempo. Con-
trariamente, Madrigal (1978) concluye que las yemas tomadas
a diferentes tiempos de maduracifn de la inflorescencia no

mistraron diferencias en la productividad en sus anteras -

atribuibles a la secuencia de la inflorescencia o la edad -

dg la planta. Sunderland (1874) menciona gque la manipula -

cidén del medio ambiente en el cual la planta donadora crece

modifique probablemente los niveles internos de hormonas en
las anteras.

3.7 Genotipo.

AGn cuando se utilizan los mismos medios y las mis -
mas condiciones de cultivo se ohuervan variaciones en la

frecuencia de respuestas androgénica cuando se utilizan di-

ferenten especies de un género o aln cuando se utilizan di-
ferentess variedades de ana misma especie.

Dentro del primer caso tenemon los experimentos

de Fujii (1970) quien trabajd con Taditicum aegilopoides

y
T. monococcus

(diploides), T. dicoccoddes y T. duaum ( te
traploides ) y T. spelta y T, a¢stivum (hexaploides ) . So-

lamente T. aegilopodides y T, dicoccodides produjeron res -
puasta.

Amos y School (1978) trabajaron con Arabidopsds spp.
e cuatro especies utilizadas A, fhafiana produjo 1743 3 a

86.7 % de anteras con callos v las otras tres solamente



de 0.04 a 0.1 %

En el segundo caso tenemos trabajos como el de Maeda
et al ( 1978) en Fragania grandiflorna quienes observaron -
que las anteras de la variedad lioko-Wane producian 6.7 % -
de anteras con calleos y la variedad Donner solo 5.9 %.

Guha-Mukherjee (1973) en Oryza sativa observd 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 may!

produjeron callos.

en medio N-6 vy golamente 7 de ellos -

Gresshoff y Doy (1972a) con anteras de Lycopensdcum
esculentum obtuvieron callosidades de solamente tres razas
de un total de 3.

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

cultivares da T.aestivum de un total de 21,

Gresnhoff y Doy (1872b) en Anabidopsis thaliana

encontraron que de 17 razas en cultivo solamente tres res -
pondieron,

Sopory (1977) con clones dihaploides de Solanum tu -
beroswm dividid el polen de éotos en tres grupos de acuerdo

a su respuesta androgénica. bn el primer prupo no hubo res

puesta y depeneraba, en el segundo grupo hubo divisiones en



el mismo, formdndose 8 - 16 células y el tercer grupo que -
formaba embriones globulares.

Estor problemas se presentan afin dentro de plantas -
con la que se¢ han obtenido altas frecuencias de respuesta,-

como ¢s el cano de Nicotiana fabiacum ., Estos medios en

otras especies no resultan adecuados,

AsS, Tomes y Collins (1976) encuentran quec en N.

hay 69.5 % de botenes que produjeron callo o
pléntulas contra 50.7 % en N.sylvestnis , 17.4 Y en N , -

nistica y 29.8 % en N.paniculata , Otras especies no pro-

dujeron ninguna respuesta, como =2t el caso de N,ofophora ,
N.miensi{ y N.forgetiania

tabacum

.

Tomes y Collins recalcan que
las plantas que respondieron lo hicieron a diferentes tiem-

pos, en diferentes medios y en diferentes estados de de
sarrollo del polen,

adem8s de que algunos produjeron ca

llos y otros plantulas que a veces eran diploides y a ve -
ces haploides.

Ll extremo de la influencia del genotipo se observa
cuando ne trabaja con diferentes variedades de N.tabacum

Collins (1977) hace notar que N.tabacum™ Burley pro-

duce %0 - 99 % de anteras con plintulas, Cuando se utiliza
la variedad Red Russian se obtienc nolamente 2.6 %) de res -
puesta,

AlGn cuando no ve conoce cual seria la influencia del
ganotipo podria utilizarse como bane de investigaciones fu-
turans lag observacionns de Orlikowcka (1977) y Rajasekavan




y Mullins (1979) quienes al trabajar con Triticale y cente-
no (Secale cereale) y Vitisa 4pp respectivamente, concluyen

que los hibridos eran mds productivos en la respussta andro
génica.

3.8 Influencia de la pared de la antera.

Las principales evidencias 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 uso de extractos se
pueden mencionar trabajos como el de Nitsch (1974) quien

obtuvo extractos de anteras de Datura {innoxia cultivadas
por

una semana para mejorar la respuesta en cultivo de gra-
hos de polen aislados. Cuando Nitech hizo un andlisis de -
los extractos encontrd que aquéllos que presentaban alta =~
aotividad inductora tenfan altac concentraciones de serina.

Cuando agregb este compuesto junto con glutamina e inosi

tol recuperd los altos rendimientos en cultivos con polen
aislado, afin 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,

plutamina y prolina que, al ser adicionados al medio de

cultive fueron incapaces de ayudar al crecimiento de polen
ainslado,

pa



Sunderland (1978) observd que los extractos de ante-
ras en embriogénesis estimulaban el desarrollo del polen -

previamente liberado por antesis; d¢ tal manera que ocurria

un aumento del nGmero de embriones producidos. Cuando este
extracto se hervia perdia gus cuslidades y no s8¢ obtenfa

respuesta alguna de embriogénesiu,

Cuando Sunderland agre-
g6 serina, glutamina e inostol, de scuerdo a la recomenda -

cibn de Nitsch, obtuvo de nuevo incrementos en la respuesta
androgénica.

Sunderland y Roberts (1977) trabajando con Nicotiana

descubrieron que el polen aislado podia crecer en
medios con glutamina, serina e inositol (Medio AGSI) y no
lo hacia en el medio solo (Medio A).

tabacum

medio A anteras de tabaco éstan presentaron poco después
antésis y el polen liberado sf crecid en este medio afn

cuando se habfan retirado las anteras. Sunderland y

Roberts concluyeron que las anteras que se habian estableci
do previamente secretabangustancias hacia el medio que per-

mitieron el desarrollo del polen liberado. Sugirieron ade-
mds que el tapetum puede ser el causante de esta influen-
cia ya que se cree que tiene 5 papel nutritiva y -
que libera sustancias al dc4encrar.

Weatherhead y Henshaw (1979) analizaron los niveles
de amino&cidos en anteras de Solanum spp vy encontraron al -

tas concentraciones de asparagina, plutamina y Scido amino
adipico., Cuando se agregd glutamina vy asparagina en el me-
dlo de cultivo; las anteran de S.,tardijensc mostraron forma
eifn de granos multicelulares y embiones, In cambio, cuan-
do se agrepd al medio de cultivo glutamina y Scido amino

adfpico lan anteras de S.stolonifenum

montraron degenera-

Cuando colocarbn en el



cidén del polen.

Los experimentos con cultivos nodriza fueron hechos .

por Sharp y Raskin (1972) quienes.sembraron anteras de Lyco
pensicum esculentum

arterasse colocd un papel filtro esterilizado y luego sobre
éste una suspensidn de polen aislado.

Obtuvieron de esta -
manera la formacién de clones.

Se supuso que las 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 extrafio daba origen a pléntulas. La antera nodriza -

podia ser sustitufida por anteras de otras especies, tales -

como N.glutinoday Petundia hybaida o alin por callos de péta-
los de petunia.

Kasperbauer et al(1980) utilizaron anteras de Festu-
ca arundinacen unidas a una porcidn de panfcula bajo la su-
posicidn de quo el tejido nodriza contenfa algln factor ne-
cesario para ol desarrollo del polen durante la androgéne -
sis  {n vitre. Cuando utilizaron anteras gsolas no hubo di-
visidn del polen,

Las anteras con una porcién de panficula
presentaron formacién de pllntulas,

Los exporimentos donde
cibn de la pared de la antera
pénica se pucden ejemplificar

se muestra ue una altera
modi fican la respussta andro-

con los trabajos de Pelletier
¢ Ilami (1972, citado en Sunderiand, 1974) quienes en N . -

en un medio de cultivo sélido‘endimn de

-



tabacum hallaron una correlacién entre la respuesgta de la -
antera y la velocidad de senectud de la pared de épta. Cuan

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

génica se incrementaba. La respuesta mis alta se obtuvo en

anteras que permanecieron verdes la mayor parte del tiempo.

Sopory y Maheghwari (1976a) en Datura innoxia obser-
varon que aquellas anteras que tenian mayor superficie de -

contacto con el medio y que no estaban inclufdas en este
presentaban el mayor porcentaje de embriogéneuis.

Cuando -
las anteras se hundian en el agar no habia respuesta.

Horner y Street (1978a) en N. tabacum llevaron a ca
bo cortes en las anteras que dafiaban a la pared de estas. -
Encontraron que entre mds dafio se producfa a la pared de la
antera menor era el porcentaje de¢ respuesta androgénica que

presentaba &sta y menor era la viabilidad del polen en el -
cultivo. Si el dafio extremoecorte transversal a la pared -

de la antera=-se posponia durante ¢l cultivo por 6, 10 o 17

dfas se encontraban con un aumento progresivo en la respues
ta androg®nica (12, 24 y 16% de las anteras presentaban,
respectivanente, androgénesis), Horner y Street encontra

ron ademiu que el polen aislado de la antera podia sufrir

embrioglénunis si se eutrafa de las anteras después de un
precultivo de 14 dias.

31

Si llevaban solamente cuatro dias
de precultivo no se producian pléintulas.

En contradiceibdn -tal vez solo en apariencia- con

¢l trabajo anterior, Raghavan (1978) encontré que las ante-

ras da llyoscyamus nigen  segulan produciendo embriones aln

cuando lag anteras se seccionaban en cuatro partes y se



sembraban aparte. Sin embargo, Raghavan observé que los

granos de polen que daban origen a los embriones estaban
confinados a la periferia del

léculo, cerca del tapetum. -
Raghavan recucrda de nuevo que se ha postulado al tape tum

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

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

nos ayudaria a entender porqué las anteras de algunas espe-

cies como Nicontiana y Datura presentan androgénesis en -

medio tan simples como agua, sacarosa y agar ( Nitsch,1877)
porque en el cultivo de polen aislado hay mayor &xito 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, 1374) y fi-
nalmente porqué es necesario inducir una divisién excesiva

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

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

Sundayrland (1974) reunid las
influencia d¢ la pared de la antera

en un modelo que sBe reproduce en la
lo

caracteristicas de la -
sobre la androgénesis -

Figura 3. En este mode
Sunderland propone que existe una receptividad del po -

len (P) que interactfia con un factor de la antera que, de -
acuerdo al modelo, podria dividirse en dos componentes,
uno a , que influye directamente sobre el polen y otro, B -
que se relaciona con el desarrollo de la antera.

Con estos
elementos Sunderland propone una explicacién a los diferen-

tes comportamientos de f{recuencias de induceibn en varias -

nupecies, Asf, cuando coinciden todos los elementos (Caso
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Figura 3. ©DOsquema hipotético que explicaria las respues-

tas de las anteras en el estado de mitosis., La re -
ceptividad del polen (P) y log factores de la ante-

ra a y 8 son maximos

en I (D.innoxia), 1 caso IT -

corresponde a cereales, el T a especics no induci

bles y el capo 1V se aplicarfa a anteras de tabaco.

Sunderland, (1974),



I) se produciria una induccién y productividad éptimos. Es~

te seria el caso de Datura 4innoxia . Cuando los {actores -
estin ligeramente desfasados (Caso Il) se produciria una

induccién baja, como en los cercales y si lo estén totalmen

te no habpri inducecién (Caso III). Fl caso da N.tabacum sge

explicarin por la coincidencia de dot factores y el desfasa
miento ligero de otro de ellos (Caso 1V).

4, Mecanismos de accidn.

Implicaremos dentro de los mecanismos de accidén a

aquellos hechos que nos ayudan a comprender que le ocurre

al polen en el momento de la sicmbra; que posteriormente

dividirse y presentar androgénesis.
dividido en dos grupoc:

lo llevan a Estos he

chos se han

4.1 Cambios citopldsmicos en el polen durante
la androgénesis.

4.2 Dimorfismo del polen.

W.,l Cambios citopldsmicos en ¢l polen durante la androgé_

nesis.

Cuando el polen se diferencia normalmente durante -
la primera mitosis mediante una divisién asimétrica se for-
ma una célula grande; con citoplasma denso y un nficleo pro-
minente; llamado ecélula vegetativa y otra cflula més peque-
fia, con un nficleo pequefio que se tifle intensamente y con un
¢itoplasma transparente, csta et la ctlula pencrativa.



La célula vegetativa que dar& origen al tubo polfni-

co, llega a ser muy activa metab6licamente. Su nficleo an
grande, contiene un nucleoclo bien definido y su nivel de

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

debido a una sfntesis activa de protefnas y a la prasencia

de ARN y organelos. Esta caracterfstica del citoplasma pro
voca que éste se tifia intensamenta,

La célula generativa, despufis de la primera mitosis,
entra en profase por lo que su ADH pe duplica (Nivel 2C) y

en el caso de N.tabacumpermanece «n este estado hasta la fe
cundacién. No hay sintesis de proteinas ni presencia de -

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

1971 y 1973), La diferenciacién lleva entonces a una in -~

terrupcién de la sfntesis del ADN y a una continuacién de -
ésta en el caso de proteinas y ARN en la células vegetativa

y a4 la inversa en la célula generativa (Sunderland, 1971).

De acuerdo a Dunwell y Sunderland (1974a) cuando se
siambran anteras de N.tabacumy ge observan éutas dos o cin-

co dfas después de la siembra se encuentra que aparecen
tres tipog de gpranos de polen.

bos de ellos parecen haber
seguido un desarrollo normal de maduracién pametoffitica y -
presentan inicios de germinacidn o depbsito de almidén. L1
otro tipo de granos de polen presenta una cflula vegetativa

tipica con un citoplasma densamentr poblado de ribosomas, -
mitocondrian, plastidios y retfculo endoplésmico careciendo

de almidén. Algunos de estos granos de polen presentan pe-
quefas vacuolasn, Dunwell y Sunderland supusieron que estos
granos de polan habfan detenido su desarrolle, Sin embar -
£0, cuando muaytrearon a los sicte y ocho dfas de siembra -



(Dunwell y Sunderland, 1974 b) observaron que estOS‘gvnnos
retardarios sufriéﬁ un cambio profundo en su citoplasma,

Habia reduccién‘en_el_nﬁmgbo de organelos y en ocasioneg -
zstos se agrupaban alrededor del nfcleo vegetativo, hacien

do. que el citoplasma permaneciese claro y no se tifiiese
con acetocarmin.

A los doce dias estos granos de polen mog
traban este proceso degradativo mAy claramente, notfndoge -
que ya pocos organelos y ribosomas permanecian.

Bhojwani et al (1973) detectaron este cambio en la afinidad
del citoplagsma de la célula vegetativa para los colorantes
y notaron que esta caracteristica prccedé a la divisibén del
nlicleo vegetativo durante la embriogénesis.

Bhojwani y -
sus colaboradores encontraron que en estos granos habia -
una disminucién de ARN y no ocurrfa sintesis de proteinas.
Llamaron a estos granos embriogenéticos. En cambio, en los
granos de polen no embriogenéticos los niveles de ARN y pro
teinas fueron los mismos que los corregpondientes niveles -
granos de polen tomados {n v{vo durante la antesis.

Poco después de la primera divisién del nficleo vege
tativo Dunwell y Sunderland (1975) encontraron restaura-
¢ibn de la densidad del citoplasma de las células hijas, -
vy un ineramento en el nmero de organelos, es decir, la -~

primera divisibn estaba acompafiada de una sintesis cito-

plismica muy intensa pues habfa de nuevo mitocondrias, dic

tiosomas y reticulo endoplésmico, Asi, la posibilidad -

de que el mecanismo de accidn para la androgénesis inclu-
ya una desdiferenciacidn (Sunderland y Wicks, 1971) se re
fuerza. 8¢ sugiere que durante la induccién ocurre un -
reemplazo de un programa de desarrollo por otro, por lo -
que hay una degradacién de los componentes del citoplasma

¥y que ésto ocurre Jinto a una reorganizacidndelascélulaswvege



tativas cuando retornan éstas al estado mitético. No es -
irrazonable suponer que los componentes degradados son

aquellos que producen el desarrcllo norimal de polen
(Sunderland y Wicks, 1971 y Sunderland, 1973).

*

Dunwell (1978), en la misma linea, confirma que la
exposicién de las anteras por 24 horas en inhibidores de

sintesis de protefnas producian un decaimiento en la produc
cién de pléntulas.

En el caso de que la primera divisién mitética no -
ocurra en forma asimétrica y se produzcan dos nficleos igua-
les que den origen a embriones, Rashid y Street (1974) sugi
rieron que en este caso el proceso degradativo de desdife -
renciacién puede llevarse a cabo mis flcilmente ya que en -

el primer caso el citoplasma debe cambiar o desdiferenciar-
fa,

l.os trabajos anteriores, por ser muy consistentes,

deben considarar hechos como la observacifén de Raghavan
(1976) quien encontrd que en las anteras de Hyoscyamus nd

ger era ol nlcleo generativo el que se dividia para dar
origen a la androgénesis,

Una aportacién en tal sentido fue llevada a cabo
por Raghavan (1979) quien expuso anteras de Hyoscyamud
nigen a 5-31{ Uridina en un medio 1fquido durante una o dos
horas. Despuls se extrajeron las anteras y se cortaron en
cuatre. Una porcibn se fijé y otra se sembrd en medio sé-
lido. En el polen fijado en 5-34 Upidina se presentaba en

o) nlcleo., Cuando gse observé el polen después de 5 dfas -



de cultivo la 5-3H Uridina se encontraba en el citoplasma y
en nficleo.+ Cuando se aplicé actinomicina-D al medio se ob-
servd que entre mis se retardaba el momento de su aplica
cién mayor era el nlmero de embriones producidos.

Se con -
cluyé que probablemente la sinteuis de RNAm o ARNt era nece

sario para la embriogénesis.

4.2 Dimorfismo del polen.

Durante el desarrollo normal 4{n vivo del polen pueden
resentar ocasiones anormalidades.

Hay dos anormalidades-
que sONn comunes en el proceso:

a) divisi6n simétrica que -
produce nlcleos semejantes y b} que en ocasiones pueden

ocurrir divisiones suplementarias del nficleo vegetativo. Es

tos granos de polen atipicos presentan, ademds. un bajo conte

nido de ARN y proteina, por lo que los colorantes citoplés-
micos no los tiflen. Se ha cncontrado que estas divisiones

atipicas ocurren en frecuencias bajas y sin embargo, hay -

agentes que pueden aumentar estas anormalidades como serian

cambios de temperatura o el simple corte de las anteras -
(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 acetocarmfn y con bajos niveles de
RNA y protefnas (Bhojwani et al, 1973).

Se ha conclufdo entonces que la desdiferenciacién
agtructural observada en N.tabacum no os probablemente el




resultado del cultivo, sino que en las anteras hay granos -
que prosiguen este camino aGn in vive vy que estof compren-
den la poblacién embriogénica (Dunwell, 1978).L0 anteriorsu
gere la existeneia de una predeterminacibn. Las evidencias
en este sentido soh varias, por a&jemplo:

Dale (1975), trabajando en Hoadeum vufgare observs -
que el polen binucleado presentaba un dimorfismo consisten-

te en que algunos granos de polen sec tefifan con acetocarmin
y otros no lo hacian. los llamé granos T y granos NT respec

tivamente. Este dimorfismo en el polen no se observa en an

teras en estado uninucleado. Dale observd que en 275 ante-

ras no sembradas se producian aproximadamente cinco granos

de NT por antera y que en 249 anteras sembradasse producian

2.6 callos por antera, Dale observd ademls que los granos

NT se ubicaban con preferencia en ¢l punto apical de la an-
tera., Cuando obtuvo la proporcifén de embriones que se pro-
dueian en la parte apical de la antera encontrd que la ma -

yorfa de éstos estaban en esta posicién. Se propuso enton-
can que los pranos NT y los embriones se derivaban del mis-
my tipo de ciilulas.

Horner y Street (1978b) trabajando con anteras madu-
ras de N.tabacum observan un dimorfismo de los granos de po
len caracterizado por ¢l tamafio de éstos.

Se les denominé
granos P (pequefios) y N (normaleal,

Encontraron que la -
distribueidn de los granos P entre las anteras era muy va -
riable. Los granos P tenfan un difimatro de 24.u4 + 0,17 um,

i)
Los embriones obtenidos mediante la siembra de anteras més

{6venes pregentaban un tamafio de 2.3 + 0,39 um a diferen
¢ia de los pranos normales que medfan 35 - 40 pm. Se con-



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

implica que la androgénesis esti potencialmente pradetermi-

nada en la ontogenia del polen. Horner y Mott (1979) anp -

tan ademfs que los granos N de N.tabacum presentan almidén
y se tifien intensamente con acetocarmin y los granos P care

cen de almidén y el citoplasma se tifie débilmente., Horner
y Mott encuentran que en ningfin caso hubo un nGmero de em -

briones que excediera la media o el m&ximo de granos P, por
lo que concluyen que el nfinero de granos susceptibles de

llegar a ser embriogénicos se determina antes del corte de

la antera y antes del cultivo 4# vi{thro . El hecho de que -

la frecuencia de los granos P varfe 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-
blacidn de granos de polen y Sunderland (1978) menciona
que se ha demostrado que este polen anémalo es la fuente de
tuliidades embriogénicas producidas en cultivo.

Contraria a esta posicién estln las observaciones

de Bouharmont (1977) quien encuentra frecuencias muy altas

de pranos de polen en embriogénesis que no correlacionan

con las trecuencias de granos de polen irregulares y -
Dunwell (1978) quien seflala que sometiundo a las espigas a
pretratamiontos es posible incrementar el nfimero de granos

embriogénivos por encima del nlmero de granos dirmérficos
evidentea en la antera madura,



A pesar de esto, Sunderland (1978) concluye que se -
ha alcanzado una situacién en el cultivo de anteras que suy-
giere que el polen en embriogénesis estd predetermlnndo y -
que el ndmero de granos de polen competentes para la morfo-

génosisg puede ser aumentada mig e¢fectivamente por la mani -
pulacidn de las plantas donadoras. El papel del cultivo -~
~continQa- es visto ahora no como un vehiculo de induccién

%ino 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 o

'Xplicaria esto -
por la influencia de la pared de la antera (Horner y Mott,-
19879).,




MAYERIALES Y METUDOS.

1. Material vegetal.

Se utilizaron plantas de tabaco (Nicotiana tabacum -
L. Wisconsin 38) y de trigo (Taiticum aestivum

L. var. -
£ra y Lerma Rojo),

Las semillas fueron proporcionadas por:
Dr. Remigio Madragal, Lepto. de¢ Pitotecnia, UACH 9 por los

Drs. Héctor Gonzdlez Rosas y Alfonso Larqué del Centro de
Genética y el Centro de Botédnica del C.P., respectivamente,
Las semillas de tabaco se sembraron en almlcipos de plésti
co de 36.5 x 25.0 x 8.2 em y las semillas de trigo en reci
pientes de pléstico de 30 x 40 om., Sc utilizbd suelo prepa-
rado con dos partes de tierra de monte y una parte de arena

de rio. <Cuando las plintulas de taba€o alcanzaron un tama-

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

tas de 30 x 40 cm en niimero de dos por recipiente. En el -

cang del traigo se sembraron 10 semilias por recapiente.

En ¢l caso de tabaco se sembrd un lote de 20 reci-
picntes y en el caso de trigo e hicieron siembras escalo-
nadas de b a 10 recipientes cada una.

Se utilizd fertilizante Verdor (15.3

- 19.6 -~ 15.3)
el cual se agregd peribdicamente,

La siembra y eréeaimiento de las plantas se llevd a
eabo en invernadero,

7. Colecta del material,



Durante la seleccidn del material del cual aa ax

traerian las anteras para la siembra se rocurrid solamente
4 un criterio visual.

Las anteras de tabaco utilizadas provenian de botones

florales cuyos pétalos eran aproximadamente del mismo tama-
fio que los sépalos. La mayoria 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 ligula. La mayoria de las anteras tomadas de espigas en
estas condiciones presentaban polen en estado uninucleado -

temprano, tardio y en mitosis y binucleado.

3, Determinacibén de la viabilidad del polen.

Se hicieron pruebas

previas para determinar el colo-
rante que se usarfa en los

conteos de viabilidad del polen.,
Se consideraron tres colorantes posibles: El azul de -
Evans (Gaf{ y Okong'o-Ogola, 1971)3; el colorante propucsto

por Alexander (1969) y ul cloruro 2,3,5-Trifeniltetrazolio
en la forma recomendada por Vieitez (1952).

Después de  las  pruebis  necesarias(ver - -~ -

resultados) se egeonid para medir la viabilidad del -

polen el colorante Azul de Evane en la concentracibn de

U0.2% % recomendada por Gaff y Okong'o-0gola (1971) en saca-

rota 0.2 M. Este colorante indica la viabil{dad de las cé-




lulas a través de que &stas cuando estdn intactas, non

impermeables al colorante y permanecen de color claro sobre

un fondo azul intenso, lo que permite distinguirlas técil-=

mente. Cuando se dafian las c&lulas penetra el colorante y

éstas toman un color azul.

Para llevar a cabo los conteos se coloed una gota =

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

ras. Con una aguja de diseccién 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 sc¢ coilocaba inmediatamente un cu-

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

ban los restos de &stas con unas pinzas de relojero y se co

locaba entonces el cubreobjetos. Se hizo el conteo del -

nGmero de granos de polen vivos y muertos en el mocroscopio

éptico a un aumento de 100 x. Para los conteos se utilizé

un contador manual de dos teclas, una de ecllas se asigné -
71 conteo de pgranos vivos y la otra al de granos muertos.
De cada antera de trigo se contaron como minimo 250 granos

de polen y para las anteras de tabaco un minimo de 1000 -
granos.

W, Curvag e coeficilente de variacabn,

Puesto que se queria saber la respuesta de viabili
dad de las anteras Jdupante el cultivo se hacfa necesario

partir de la viabilidad conocida de un grupo de ellas.



Se decidibé que el grupo de anteras del que 8a par -
tiria seria aquél que se extrajese de una espiga enh el caso

del trigo y de una yema floral en el caso del tabaco. Fue
necesario entonces conocer el tamafio de la muestra para una

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

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

Para determinar el tamafo de la muestra se utilizé -
el método de reduccidn del coeficiente de variacién al
aumentar el tamafio de la muestra ( Mufioz, 1980).

En el caso de la determinacién del tamafio de muestra

para las espigas de trigo se procedié de la siguiente mane-~
ra: Debido a la diferencia de tamafios de las espiguillas -

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

da extremo y se dejaban las centrales. Estas se numeraban
progresivamente desde la base hasta el &pice. Posteriormen
te e contaba la viabilidad del polen de dos anteras de ca-
da espiguilla., Las dos anteras que se contaban correspon -
dfan una a cada una de las dos florecillas mis externas de
las espiguillas, desechindose el resto. En este estado de
desarrollo las egpiguillas constaban por lo regular de tres

florecillas grandes por lo que se desechaba la intermedia.

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

tos para cada antera se iban anotando en tablas como la que
se muestra en la Figura W,

UUna vez obtenidas las cantidades de 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 centralus de una espiga de trigo. Se obte -
nfan con estos valores una ¥ y un C.V. para la espi-
faen conjunto. Posteriormente se dotermind el tama-
o de la muegtra,




obtenia la media de viabilidad de la espiga y su coaficien-
te de variacidén (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 los datos anterioros se pro-

cedié a detorminar cual era el nfmero minimo de espiguillas
que debian contarse para obtener un C.V. semejante al que -

se obtenia cuando se contaban todas las espiguillas. Pues-
to que se habfan numerado las aupiguillas; mediante una ta-
bla de nlmeros al azar se hicieron grupos de 2, 3, Sy 7 es

piguillas que representaban 4,56, 10 y 14 anteras respectiva
mente. De cada grupo de espiguillas se obtuvo una media de
sobrevivencia y un C.V. Este procedimiento se llevd a cabo

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

los resultados se anotaban en tablas come la que se presen-
ta en el Cuadro 3. Finalmente, se procedif a trazar grifi-
cas en las que se sefialaron el nmero de wvapiguillas conta-

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

tra 6ptima estaria representado por el punto de inflexién -
de la curva (Muioz, 1980),

Para la determinacidén del tamafio de la muestra de

lan anteras de tabaco se siguidé un procedimiento semejante

al que pe llevé a cabo para el trigo. En este caso no se -
climinaron anteras de las yemas florales, Se contaron los

pranos de polen vivos y muertos de todas las anteras (5) de
varias yemas floralets y se obtuvo una media y un coeficien-

to de variacién para cada una. Los resultados obtenidos en

conteos hicioron innecesario obtener gr&ficas de nlime

anteras utilizadas vs. C,V., como se sefiala posterior-
mante en lon resul tados,

au o

ro de
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Célculo del coeficiente de variabi
Las espipuillas utilizadas se

lidad para un nflmero arecicnte de espipgui-
escogen por tablas de nlmeros al azar.



5. Siembra de las anteras.

Para la siembra de las anteras de trigo se procedib

de la siguiente manera: Tres dias antes de la siambra se

cortaban las espigas por debajo de la hoja bandera v se co

locaban en un matraz con apgua. Una vez en el laboratorio,

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

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

las espigas se metia al refrigerador durante los tres dias
giguientes a una temperatura de 3 a 5° C, para someterlas

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

espigas v se desinfectaban con hipoclorito de sodio al 2 &

4% durante 15 minutos. Posteriormente, en una cimara de -

flujo laminar Vecco se enjuagaban tres veces con agua desti
lada esterilizada y se pasaban a una caja de Petri también
esterilizada. Despu&s con unas pinzas
raban, por lo dicho anteriormente, las
y superiores y se desechaban; luego se

las anteras y a sembrarlas en el medio

de relojero se reti-
espiguillas basales
procedia a extraer -

de cultivo contenido
¢h cajas de Petri de 9 cm. de difmetro. Las anteras se ino-

cularon en el medio de cultivo en el mismo orden en el que
ne extrafan de la espiga, por lo que se siguid el sentido -
de las mancecillas del reloj en el medio de cultivo, con el

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

rap se sembraron en parejas de tres para indicar las corres
pondientes a cada espiguilla.

Una esquematizacidn 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 nlmero de anteras necesario pa-
ra conocer el porcentaje de

viabilidad del polen al inicio
de la siembra

Eotas anteras se colocaban en otra caja de -
Petri con un papel {iltro hfimedo y se procedia a contar. La
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FIGURA 5. Siembra Jdu las anteras de trigo. $6lo se utilizaron
lag anteras de law florecillas externas., Durante el mueg -
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completar ol tamafio de la muestra adecuada.




caja de Petri con el medio de cultivo y eon las anteras res
tantes se selld con parafilm para ev1tan la desecacion y

se incubaban en camaras de creclmlento Watren Shorar- Kysor

a una temperatura de 28°C, intensidad luminosa do 3000 lux
y con un fotoperiodo de 16 horas de luz. Al cabo de cierto
tiempo en cultivo se extrajo de nuevo, en la cimara de flu-
jo laminar, otro grupo de anterasg y se llevd a cabo un se-
gundo conteo de viabilidad del polen. Con los datos recogi

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

Se sembraron 10 espigas de cada variedad de trigo -

(Era y Lerma Rojo) para tres medjos de cultivo diferentes
(factorial de 2 x 3). Los resultados ge indicaron para ca

da medio como la media inicial y final de 10 espigas y con
su desviacidn (desviacién de las mediag)

Para la siembra de las anteras de tabaco se siguib

@l siguiente procedimiento: Las yemas florales de tabaco

o se sometieron a un pretratamiento de frio una vez colec

adas y previa desinfeccidn se sembraban directamente en

¢l medio de cultivo. El medio de cultivo estaba servido -
también en cajas de Petri. Para la desinfeccibn de las -

yemas florales se siguid el mismo procedimiento que en las
espigas de trigo.

Para la siembra se extrajeron las ante-
ras de las

yemas florales con unas pinzas de relojero bajo
la corriente de aire estéril de la cémara de flujo laminar.

lan anteras se colocaban en el medio de cultive en filas de

% para identificar las anteras de cada yema f{loral, En ca-




da caja de Petri se sembraban de 6 a 7 yemas florales, una

esquematizacifn de este procedimiento se observa en la Figu
ra 6. En el caso del tabaco no se conté,la viabilidad ini-

cial del polen por motivos que se justifican mis adelante -
(Ver resultados). Una vez sembradas varias cajas de Petri

se¢ procedid a sellarlas con parafilm y a colocarlas en las
cdmaras de cultivo, en las mismas condiciones que las siem-

bras de trigo. Al cabo de cierto nfimero de dfas se extrajo

en la cémara de flujo laminar cierto nfinerc de anteras de
cada yema y se contaba la viabilidad del polen.

Para el tabaco s&lo se prob§ una variedad de éste
(W38) y s58lo un medio de cultivo.

Los resultados se reportaron como la media, desvia
cidén y C.V. de un grupo de yemas florales,

'

6. Medios de cultivo.

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

(1962) con las concentraciones hormonales y de sacarosa
sugeridas por Wang et al (1973) y que fueron: 2 mg/lt -
2,4~ v 3 mg/1lt de cinetina ¥y 6 % de sacarosa y finalmente,
el medio de Murashige y Skoog (1962) con los aditamentos y
concentraciones hormonales sugeridas per Ouyang et al

(1973) y que congisten en lo siguiente:

ADN hidrolizado -
(60 mg/lt), lactoalbGmina (300 mp/1lt), 0.7 mg/lt de 2,4-D vy

10 % de sacarosa. No se aumentd la concentracién de Tiami-
na-lCl (0.4 mg/lt) sugerido también por Ouyang ot al (1973)
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FIGURA 6. a) Conteo de la viabilidad del polan para determinar

el tamafio de la muestra. b) Siembra de las anteras. Se -

muestred una antera por cada botén floral a loa 9, 189 y 28
dfas de la siembra,




Para la siembra de las anteras de tabaco ga utlllzé
el medio de Murashlge y Skoog (1962) con las mod[fica01one5
seflaladas por Madrigal (1978) y que consisten en lo siguien

te: En mg/lt, sacaresa, 30,000; 4cido bérico, 13, bencilade
nina, 0.03; tiamina HCl, 1000; l=inositol, 15,000; PVP - 10

(Polivinil Pirrolidona, P.M. 10), 1,000 PVP - 44, 30,000 ;

2
pirogalol, 100; urea, 30; y &cido nordihidrocuaiar:tico
(Nordihydroquaiaretic acid).

En todos los casos el pH del medio fue llevado a 5.8
con NaOH y HCl 1N. Se sirvieron 16 ml del medio en cajas -

de Petri de 9 cm. de difmetro y na esterilizd en autoclave
a1 kg/cm2 durante 15 minutos.




IV. RESULTADOS

1. Determinaci6n de la viabilidad del polen.

El Azul de Evans recomendado por Gaff y Okong'o-
ogola (1971) basa su discriminacidn entre las células vi-

vas y las muertas en la permeabilidad de la membrana a &s-
te.

Cuando el polen muere ¢l colorante penetra y adquiere
una coloracidn azul intensa.

Si los granos de polen estén
vivos el colorante no penetra y

~8i la preparaci6n no tie
ne una cantidad excesiva de colorante-

se ven transparen-
tes y brillantes.

El Cloruro de 2,3,5-Trifeniltetrazolium en Ja forma
recomendada por Vieitez (1952) producifa una coloracidn ro-

jo clarc debido a la precipitacidn’ de Trifeni) formazan

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

5in embargo, en el microscopio es diffcil distinpuir esta
coloracidn con elaridad y en consccuencia el contraste en-

tre las células vivas y las muertas no era marcado.

El colorante propuesto por Alexander (1969) es en -
realidad una mezcla rfue tiifie simultnecamente el citoplasma
con Fucsina 4cida v Naranja G y la pared celular con Verde
de malaquita. Cuando el polen aborta pierde su citoplasma
y s6lo permanece la parcd celular que se tifie de verde con
el colorante de Alexander, Si el grano de polen sobrevive

predomina entonces la coloracidn roja de la tincibn del ci
toplasma. Loto hace adecuado a este colorante para el po-




len maduro, con alto contenido de almidén. S8in embargo, -
en polen joven el citoplasma es casi transparente y cuando
ge hicieron las tinciones predomind muchas veces @] color

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

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

El diacetato de fluorescefna propuesto por Haslop-
Harrison y Heslop-Harrison (1970) requiere de un microsco
pio de fluorescencia o de filtros adecuados para una ilu-
minacién normal (filamento de tungsteno) .

Dado que el Azul de Evans produce un marcado con-
traste entre las células vivas y las muertas, que se podfa

utilizar en células j6évenes y que no se requerian aparatos

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

2. Curvas de coeficiente de variacién y tamafio de la mues-
tra.

Trigo. Se llevaron a cabo las mediciones de viabi-
lidad del polen en las dos anteras m&s externas de las es-
piguillas centrales para cada espiga. Un ejemplo de &stos
resultados se observa en el Cuadro Y que corresponde a la
espiga nGmero 8 de la variedad Lerma Rojo. Se observa la
media y coeficiente de variacién de esta espiga, asf como
6l nlmero d¢ anteras que se utilizaron. Estos datos se -
obtuvieron también para 10 espigas de la varicdad Lerma Ro

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




ESPIGA No. 8 Trigo Lerma Rojo.

13

12 Se eliminaron
11 A

B A B A B

10 v M v M Total Total %V %V
g 142 156 54 202 298 256 47.6 21.0
8 50 232 io8 16y 282 273 17.7 38.9
7 ie0 iao 154 148 260 302 61.5 50.9
6 361 vt 215 122 502 337 71.9 63.7
5 205 142 g5 321 347 16 59.0 22.8
4 246 138 72 267 385 339 63.8 21.2
3 131 160 8¢ 211 281 300 45.0 28.6
2 203 222 108 212 425 380 7.7 uy,2
1 264 g6 11 193 360 204 73.7 S54.4
e

g Se eliminaron T = ug.4 S : 17.8

? c.V. = 38.5

18 anteras

CUADRO 4, Resultados de los conteos 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 Era. Para cada una se obtuvo %, S y C.V.
Ponteriormente con estos datos se construyeron las grifi-
can de C.V. para el tamafio de la muentra. A y B sefialan

cada una de las {lorecillas exte#nas de las espiguillas,



ra cada espiga de ambas variedades se muestran an el Cua-
dro 5. En el caso de las espigas 2, 3 y 4 de la variedad
Era se decidid no utilizar los datos de éstas para el cdl-

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

viabilidad que presentaban. Agi mismo, se decidid elimi-

nar aquellas espigas que presantasen promedios bajos de
viabilidad durante la siembra de las anteras.

Una vez obtenidos los datos para cada espiga se -

procedid a obtener la media y un coeficiente de variacién

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

ras. Logs resultados obtenidos se observan en el Cuadro 6

para la variedad Lerma Rojo y en ¢l Cuadro 7 para la va-
riedad Era.

Las grdficas de nlmero de espiguillas (tamafio de la
muestra) vs. coeficiente de variacidn se observan en la
'igura 7 para las ‘espigas nimero 1,
kray . 3y5

y 8 de la variedad
de la variedad Lerma Rojo. Obsérvese que
miuchas vecen la dispersién de los puntos en la grdfica di-

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

por ejemple, de la grdfica de las espigas

8 de la varie
dad Era y 3 de la variedad Lerma Rojo.

Ademds, con este
sistema tendria que trabajarse con 19 grificas, que por su

dispersibn y nGmero elevado dificultaria encontrar el tama

fio de la muestra Sptima. Para evitar esto se decidid

construir solamente dos grificas de la siguiente manera.
En
de

los Cuadros 6 y 7 se tomaron los valores de coeficiente

variacién obtenidos con diferente nlmero de anteras y

e dividieron sucesivamente con el coeficiente de varia-

¢ién obtenido contando todas las anteras, poro tiempre di-



TRIGO ERA

Espiga lo.

i

2%
kil
y e

wo~ScoT;

TRIGO LERMA

Espiga No.

1
2

oo -

oOowo™

CUADRO 5.

1.1
26.3
13.2
26.8
38.0
31.6
44,8
45.9
58.8

36.2

ROJO

59.9
59.5
60.1
59.0
63.0
6h.2
35.8
LG .4
52.1
6.0

55.6

Viabilidad

S

33.1
25.1
14.6
24.6
20.0
22.6
28.1
22.1
16.9
23.0

Viabilidad
S

26.2
27.3
18.2
20.1
21.6
19.2
24,3
17.8
4.5
20.1

21.9

c.v

80.5
95.5
110.0
9901
§3.6
71.5
62.7
48.2
27.7

63.6

c.V.

47.8
45.8
30.3
34,0
34.3
30.0
68.0
38.5
47.0
36.0

39.3

No. total de
anteras usadas

26
19
10
30
20
30
26
18
i8

No. total de
anteras usadas

22
22
20
22
19
17
16
18
20
20

Promedios de viabilidad (X) de las espigas de

trigo de dos variedades utilizando todas las anteras
de las espiguillas centrales,

tamafio de la muestra se decidid no utilizar espigas
con porcentajes de viabilidad bajo (%),

Para el c8lculo del -



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

2 2 3 5 7
(3 anteras) (4 anteras) (6 anteras) (10 anteras) (14 anteras) ‘Todas
Eopiga No. X c.v. X c.V. X c.v. X c.v. X C.v. X 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 u7.8
Y4 66.6 39.0 58.1 51.3 52.4  64.1 6.7 36.7 70.6 30.6 39,5 5.8
3 62.4% 4o.4 70.4% 28,5 49.0 25.6 i 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
y 57.7 27.8 57.8 4i.8 65.5 25,3 60.8 15,7 57.4 374 59.0 3.0
5 u2.6% 43,7 60.1% 38.6

62.3 31.7 4.7 29.1 69.2 29,3
79.0 27.0 53.1 31.1

63.0 34.3

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 4.2  30.0
! ——;B.B 90.3 26.3 76,3 50.4 60,9 38.8 68.0 32.2 68,8 35.8 68,0
H -—30.7 uy.5 51.0 u43.9 .6 ud.y ug.2 39.9 n.y o 37.8 u6.4 3éjg-
9 —_57.8 29.0 63.3 24.0 52.0 62,0 48.0 51.1 58.7 36.3 52.1 u7.0
10 ~_70.3 25.1 64.7 16.1 ug.4 50,8 58.7 27.3 50.7 41,0 56.0 3676—
CUADRO 6,

Célculo de Xy C.V, para cada cspiga (variedad Lerma Rojo) mediante el uso
de grupos pequefios de espiguillas escopgidas por tablas de nlmeros al azar.

Para
simplificar el cuadro no se presentan valores de S ni cuales fueron lauv espigui -
llas utilizadas en cada caso. Con estos datos se trazaron las curvas de C.V,
En alpunos casos (%) se repitieron los clleculos varias veceu para disponer de
mids puntop para las gréficas.




No.

3 5 i
(4 anteras) (6 anteras) (10 anteras) (14 anteras) Todas
Espiga No, X C.v. % c.v. X C.vY. X C.V. X C.Y,
1 .k gy y 46.9 77.7 27.%  109.1 48,3 69.4 41.1 80.5
18.3  1u1.4
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 2.9 68,2 31.6 71.5
———
7 47.3% 71,y 65.4 53.4 48.8 53.9 50.7 87.2 by,8 62,7
19.5 65.9
50.1 107.6
Y
8 37.9% 4,2 M5 N7 43.8 48,3 45.7  ug,s 45.9  yg,?2
3,1 56.8
77.0 2.8
9 51.2 8.4 59.1 20.7 56,2 .1 60,6 25.1 58.8 27.7
38.3 33.2
81.0 13,0
CUADRO 7. C&lculo de X y C.V. para cada espiga (variedad Epa) mediante el uso de
Erupos pequefios de espiguillag escogidas por tablas de nlmeros al azar. Papa
simplificar ol cuadro no se presentan valores de ¢ ni cuales fueron las espi-~
guillas utilizadas en cada cano, 8e utilizaron los valores de las espigag
» 3y 9 por presentar muy baja viabilidad.
curvas de C,V

para dispone

DE ESPIGUILLAS UTILIZADAS PARA DETERMINAR X y C.V. DE UNA ESPIGA

2
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on los cllculos varias veces
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T. aestvum var, Lerma Rojo
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FIGURA 7. Curvas de C.V. para varios tamafios de la muestra. S6lo ge presentan lan
gréficas d

alpunas egpigas. T = Todan las espiguillas,




vidiendo el coeficiente de variacibn mayor sobre ¢l coefi-

ciente de variacién menor para obtener as{ nmercs mayores
o iguale¢s a 1. De esta manera s¢ obtuvieron lou datos de
los Cuadros 8 y 9 para las variedades Lerma Rojo y Era rves

pectivamente y las grdficas correspondientes se observan -

en la Fipura 8. El punto do inflexibén se puede gefialar

aproximadamente entre 3 y M4 espiguillas que representan
asi un nGmero confiable de anteras cuya viabilidad nos
acerca al valor mostrado por la espiga en conjunto.

-

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

Tabaco. Cuando se muestre$ la viabilidad del polen

en 45 anteras de tabaco provenientes de 9 yemas florales,
se observd que siempre habfa 100 % de polen vivo, por lo -

que automiticamente se tomé una antera de cada yema floral

como el tamafio de muestra. Esto hizo innecesario trazar
las curvas de coeficiente de variacién.

3, Viabilidad del polen durante la niembra.

Trigo. Del factorial propuesto (2 variedades de -
trigo % 3 medios de cultivo) se sembrd solamente lo correg

pondiente a la variedad Era. Los resultados de estas siem

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

e notard, los resultados para cada edio ne expresan como
un promedio de sobrevivencia inicial y final para cada es-
piga y para cada grupo de espigau de un medio. Debe notar
ne tamhién que los datos de sobrovivencia del polen des-

puén del cultivo se tomaron en diferentes dfas para cada -



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

2

(3 anteras) (4 anteras) (6 anélnas) (10aiteras) (1Nu£teras) Todas
C.V, mayor / C.V. menor
Espiga No.
1 1.68 1.06 1.71 1.29 1.14 1
2 _1.316 1.12 1.39 1.24 1.49 1 T
3 ‘—_1.33 1.06 1.18 1.11 1.07 1 T
y -—1.22 1.22 1.34 2.16 1.1 1 T
5 —_‘1.27 1,12 1.08 1.17 1.1 1 T
6 _—;.NS 1.76 1,22 1.04 1.03 1 T
7 ———1-.32 t1.12 1.11 1.00 1.01 1 T
8 —1.15 1.14 1.25 1.03 1.01 1 T
9 ———;.62 1.95 1.31 1.08 1.74 1 T
10 —_E.ua 2.23 1.u41 1.31 1.13 1

CUADRO 8. Obtencidn de valores C.V. mayor/C.V. menc¢. para laas supigas de trigo de
la variedad Lerma Rojo.



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

2 3

5 7
(4 anteran) (6 anteras) (10 anteras) (14 anteras) Todas
C.V. mayor / C.V. menor
—

Espiga No.
i 2,34 1.03 1.29 1.15 1
5 1.34 1.17 1.14 1.13 1 B
6 1.39 1.18 1.00 1.04 1 o
7 —_:.13 1.17 1.16 1.09 1 o
8 11.4 2.22 1.00 1.01 1 o
9 | 3,29 1.33 1.23 1.10 1 B

CUADRO 9.

Obtencién 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 b.




C.V. mayor/C.V. menor

s 3 . .
>2.0 Lerma Rojo
1.59 .
1.4 M
1.34 : : .
1‘2-r- L[] [ . L4
.. . . ':
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1. 5}1
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No.de espiguillas
utilizadas.

FIGURA 8. Determinaci6n del tamailo de la muestra para las

espipas de trigo variedades Lerma Rojo y Lra.
T = Todas las espiguillas.



M-S 4 recomendaciones de

M-S + recomendaciongs de
N -6 Ouyang et al Wang et al
Sobrevivencia(%) Sobrevivencia(%) Sobrevivencia(%)

il tive Inicial Final(9dias) Inicial Final(1i0dias) Inicial Final(B8dfas)

No. X s o R s v ¥ s ¢ % s o % s ev 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 33.3 244 25.4 4.7 18.9 30.7 9,0 20.9
4 9.0 16.8 1.1 3.7 45.8 26.0 5.4 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.% 27.3 29.2 13.2 21,5
5 50.3 29,9 2.9  S.4 31,6 19.3 20.1 20.9 M.3 23.1 25.0 24,0
6 50.4 24.6 5.5 11.9 32.3 21.6 4.7 4.0 31.8 32.2 17.6 24,6
7 43.8 23.8 0.6 2.0 13.4  18.7 32.3 21.6 32.4 3.4
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 3.4 22.8 62.5 19.8 21.0 106.0 39.7 21,5 61.9 17.9 22.3 1M,
7.5 4.3 1.2 6.6 6.8 7
17.3% 54, 3% 51.5%

Sobrevivencia considerando
¢l valor inicial como 100%

CUADRO 10.

de éste-en diferentes medios.

Sobrevivencia del polen de las anteras de trigo, variedad Lra, durante el cultivo

Obsérvese la disminucifn en la viabilidad del polen y -
el aumento en ¢l C.V., después de varios dfas en cultivo,
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FIGURA 9.

Respuesta de la sobrevivencia del polen de anteras de
trigo variedad Era en tres medion de cultivo,

£l dia 1 se -
sembrd .



medio ( 8, 9 y 10 dias) 'y que, 8l se considera como 100 %
de sobraovivencia el valor inicial, al cabo de estos pario-
dos los porcentajes de granos de polen vivos iban de 17.3
a 51.5 %, NOétese también el aumento, después de la siambra

del cocticiente de variacidén, lo que indica una distribu-
cidn desigual de la mortalidad del polen.

Larqué-Saavedra (comunicacién pensemallen experimen-
tos preliminares encontrd que el fcido Acetil salicilico -

asperjado sobre las espigas de trigo durante la floracidn
aumentaba la produccién de grano hasta un 31 %. Aun cuan-
do no se determindé si ocurria un aumento del peso o del nG
meroc de granos se cugiere -dado el trabajo de Basu (1969)
en el que se encontrS un efecto sinergético de AS

con la
auxinas-

que ocurre una alteraci6n en la fuerza de la de-
manda. En el caso de las anteras de trigo probablemente -
éntas no absorben eficientemente sustancias del medio de -
cultivo y por eso mueren durante &ste. Conocido lo ante-

ror, se decidid utilizar 4cido acetil salicflico en uno -

da los medios de cultivo y verificar la sobrevivencia del
polen. Se empled el medio M-S en la forma indicada por
Ouyanp, et al (1973) con y sin ASA en una concentracidn de

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

en ¢l Cuadro 11 y la VFigura 10. Cuatro espigas de la va-

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

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

bo de 10 dias de siembra no se observd aumento en la via-
bilidad del polen, sf se registrd a los 7 dfas en las an-
teras de la variedad Era que una de ellas presentaba

dehiscencia y otra mds granos de polen multinucleados
(t'igura 13 A, By C ). Cuando a los 17 dias de la siem-



VARIEDAD ERA VARTEDAD LERMA ROJO
M - S + recamndaciones de

M - § + recamendaciones M - § + recomendaciones s
Ouyang; et al + Ouyang; et al Quyang; et al +
Medio de 1 mg/l ASA i 1ng/1A§A
cultivo Sobrevivencia (%) Sobrevivencia (%) Sobrevivencia (%)
Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Eepiga ¥ § CV R s oy ¥ s ov X s o ¥saov X s v
No.
1 42,9 17.1 4.3 26.5 15.9 12.6 6 5.4
2 45,5 23.4 13.0 19.4 9.2 16.2 15.5 20.0
3 72.7 17.7 23.4 26,2 16.7 17.1 13.9 29.2
y  71.9 11.2 19.5 24.8 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 u.,7
34.3

Sobrevivencia considerando
como 100 % el valor inicial

CUADRO 11. Sobrevivencia del polen de las anteras de trigo durante el cultivo en me-
dio con y sin Acido acetil salicilico (ASA). A los 7 dias de cultivo se detectd

en la variedad Lra una antera con dehiscencia y otra con granos de polen multinu-
cleados. Durante los conteos con Azul de Evans se encontrd una antera de la va -

riedad Lerma Rojo con polen multinucleado.

Los valores finales se obtuvieron en
todos los casos 4 los 10 dias.
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Con ASA
10

Dias después de
la siembra

10
Con ASA
(img/1)

Con y sin ASA
(1mptl)

FIGURA 10, Sobrvevivencia del polen de las anteras de tri-

go en medio M=5 + pecomendaciones de Ouyang et.al

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

hiscencia. E1 valor inicial de las espigas de la varie
dad Lerma Rojo se obtuvo del promedio para esta varie -

dad ¢n ¢l Cuadro 6.



FIGURA 11,

Polen multinucleado y dehiscencia de una antera
A. Grano de polen con 6 nficleos. B.Grano de polen con
4% (a) y 3 (b) nficleos. Ambag preparaciones teiiidas con
acetocarmin. C. Antera con dchiscencia. Lota presentd
54.5 % de polen viable a lon 10 dfan de cultivo y ho te
nfa polen en diviasién. D, Grano de polen con 4 nficleos
tefiidos accidentalmonte con Azul de Evans. La antera
que contenia este polen prasentd solo 4.3 % de polen -
viable. AJB y C, anteras da trige do la variedad Era;
D. anteras da la variedad Lerma Rojo.

-
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bra se extraﬁo la antera que prescntaba dehiscencia se ob-

servé que noitontenia granos de polen multinucleados y pre

sentaba 54.5 % de polen vivo. Del mismo modo, cuandoe se -

contdé la viabilidad del polen de las anteras Lerma Rojo
sembradas en el medio con ASA, s& observd en una de ellas

un grano con 4 nficleos iguales tsfiidos por el Azul de
Evans (Figura 11D).

polen vivo.

-

Esta antera presentaba solo 4.3 % de
Los resultados anteriores corresponden a 2 an

teras con respuesta androgénica de un total aproximado de
450 anteras, es decir, O.44 %.

Dado los resultados anteriores se pensd montar otro
nueve ensayo con el medio de cultivo con y sin ASA pero

que incluyese mayor nfmero de muestreos de viabilidad del
polen para as{ obtener una idea do la cinética de ésta. Se
utilizé de nuevo el medio anterior con y sin ASA en la mis

ma concentracién. Se sembraron 10 85?\Q§$m de la variedad
Era, 5 en el medio con ASA ¥ 5 en el medio sin ella. Se -~

muestreo la viabilidad del polen a los 3, 5 y 7 dias de la
siambra.

Los resultados del cultivo se muestran en el Cuadro
12 y la Figura 12. Como s¢ ve, pareciese que durante cier
to tiempo la viabilidad del polen se mantuviese y poco des

pués empieza a declinar bruscamente. Este efecto podrfa -

explicarse suponiendo una acumulacién de sustancias téxi-

cas o que se acaba una cantidad determinada de nutrientes.

Tabaco. Los resultados do ta viabilidad del polen

fe muestran en el Cuadro 13 y la T'igura 13. A diferencia

de las anteras de tripgo, las de tabaco nostienen por mu-




ndio de
cultivo

Espiga Mo.

;oW N

M - S8 + recomendaciones de
Ouyang et al

OQuyang et al +
1 mg/l ASA

Sobravivencia (%)

Sobrevivencia (%)

M ~ 8 + recomandaciones dag

3 dias 5 dias 7 dias 3 dias 5 dias 7 dfas

¥ s cv X s cv X s cv % S cv X 5 cv X s ¢V
47.3 21.1 35,1 21.9 12.5 13.1 36.0 27.8 40.9 29.1 28.7 30.2
33,3 25.5 35.6 23.4 6.4 13.6 33.6 32.3 35,2 33.0 18,4  28.9
£5.2 2.3 38.8 29.2 35.7 4.3 38.1 22.8 27.2 30.1 20.5 17.0
57.8 15.0 36.2 18.5 9.6 22.4 38.6 29.7 51.7 28.8 29.9 25.7
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 33.5 26.0 65.8 38,1 29.8 78,2 23.4 25.1 107.2
7.4 6.9 6.0 8.2 9.4 7.9 \
CUADRO 12.

el aumento en la misma forma del C.V.

Cinética de la gobrevivencia del polen de trigo variedad Era. en medio de
cultivo con y sin ASA., N6tese el descenso brusco de la sobravivencia del polen y




30 . Sin AsA
OA‘, © con ASA

.
30

10

Dias en el
cultivo.

FIGURA 12. GSobrevivenvia del polen de anteras de trigo de
la varicdad Era en medio M -5 + recomendaciones de
Ouyany et.al.

(1973) con y sin ASA,




MEDIO M - S + modificaciones de
Madrigal ( 1978 )

Dias de Viabilidad ( % ) Anteras
siembra X S c.v’ Contadas
1 100 - - o

9 91.3 9.9 10.8 u5

18 76,3 19.06 25.6 272

28 w2.7 27.7? 63.7 25

CUADEO 13. Sobrevivencia del polen de anteras de tabaco
W-38 en medio de cultivo. A los 28 dfas 54.4 %
anteras presentaban embrionas.

de las

100 4

11}%- 1\
|

bias en el
cultivo.

FIGURA 13. Sobrevivencia del polen de anteras de tabaco

W38 en medio de cultivo. 6 = Gurminacifin del polen.
I = Imbriones.




cho mayor tiempo la viabilidad del polen. Tal caso se des
prende por ejemplo, de la Figura 13, en donde se obmerva -

que a los 18 dias de cultivo permanece vivo 76.3 % del po-
len. Ademfs se nota que a los 9 dfas de la siembra, algu-
nos granos de polen germinaban (FPigura 14A), lo que indica
que el polen continuaba su desarrollo normal en el gulti-
vo.

La formacidn de embriones se detectd hasta los 28

dias de cultivo. Se encontrd en esta (ltima fecha gue

S4.4 % de las anteras presentaban embriones.
€stos se muestran en la Tigura 14B, C y D,

Algunoua de

4. Factores que controlan la viabilidad del polen.

Una de las diferencias b&sicas entre las anteras -
de trigo y tabaco es la viabilidad inicial del polen. Asf
durante las mediciones de viabilidad para determinar el ta-
maiic de muestra se observé que la media para 9 espigas de

14 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
uicontrd que esta fue de 100%.

Para comprobar si realmente la viabilidad del trigo
era tan baja se podian hacer dos cosas:

a) Muestrear espi-
gas

de trigo maduras, durante la antésis y b) Utilizar -
otro método para distinguir entre polen vivo y muerta. En
ambos casos 1os porcentajes debfan coincidir o ser menores
que los obtenidos con espigas j6venes y con Azul de Evans.
e decidié hacer al mismo tiempo las dos variantes, es de-

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

con otra téenica de tineidn., La nuava técnica de tineién
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FIGUPA 14, Germinacién de polen y ambriones de tabaco. A, -
Pslen en germinacibn a los nueve dfan da cultive., By C
fmbriones observados a los 28 dfas de cultivo. D. Em
bribn de 12 pemanas observado en anteras que también pre-
sentaban pléntulas,




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

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

con la nueva técnica de tineién se obtienen 72.8 % de po-
len vivo inicial y con un coeficiente de variacibn mucho

menor, lo que significa una distribucién de la viabilidad
mds homopgénea.

Al buscar una de las posilbles causas de la diacre-
pancia de la viabilidad medida «on el Azul de Evans y con

el colorante de Alexander (1969) se encontrd cuando se ob
servd que una preparacién con Azul de Evans que inicial-

mente mostraba alta viabilidad;después de 5 a 10 minutos

la mostraba muy baja. En el casy 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 Glti

ma transcurrian hasta 9 minutos. De acuerdo a €sto, si se

hacen las preparaciones una a una y se cuentan inmediata-
mente, se obtendrdn porcentajes mis altos. Al llevar a ca-
Lo esto con dos espigas jbévenes de la variedad Lerma Rojo

56 pbtuvo un promedio de 84.2 1 y con un coeficiente de va
riacién de 15. Los resultados anteriores se muestran en -
@} cuadro 14b. En el caso del tabaco , las preparaciones
se hicieron siempre de dos en dos.

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

relacién de disminucién de la viabilidad durante el mismo.

Para determinar esto Gltimo se tifé con el colorante de

Alexander polen de tabaco y trigo en doa condiciones: a)

bolen de anteras con 9 y 10 dfas de cultive (respectivamen



TRIGO ERA ( Maduro, en antésis )

Espiga No. Viabilidad ( % )

_ No., de anteran
X S c.v. utilizadas
1 52.9 36.9 8.5 20
2 81.9 9.4 11.5 20
3 60.8 6.4 7.9 20
Y 55.9 27.3 49,0 20
5 82.9 11.6 12.5 20
A) 72.8 18.3 25.1
TRIGO LERMA ROJO
Lupiga No. o ' No. de anteras
s Viabilidad ( %) utilizaga:
P4 S c.v
1 83.3 i1l.4 13.6 10
2 85.1 14,1 16.5 10
B) 8, 2 12.7 15.0

CUADRO 14, A, Viabilidad del pnlen maduro en espigas de la
variedad Era,

(1969), B, Viabilidad del polen en ospigas de la varie
dad Lerma Koijo.

Se utilizd el colorante de A)exander

Los conteos se hicieron con Azul de
Lvans y las preparaciones ge hicieron una por una y se
contaron inmediatamente.




te) y b) Polen de anteras en antésis.

Se observé que el polen de trigo con 10 dfas de
cultivo tenfa un aspecto vacio (Figura 18D).

El polen de
tabaco con 9 dias de cultivo presentaba en cambio un cito-

plasma m8s denso (Figura 17B). El polen de trigo y tabaco

de anteras en antésis tenfan ambos un citoplasma con mucho

almidén (figura 16A y 17C, regpectivamente). Si se obser-
va el polen de tabaco al momento de la siembra (Figura 17B)

B8 encuentra que el citoplasmi es muy claro, 1o que indica

que el polen, probablemente, pana nutrientes al final de -
los nueve dias 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 ecstd acompafiada de un enriquecimiento
del citoplasma (probablemente almiddn) de
de polen y esto no ocurria en las anteras
mismas condiciones.

algunos granos -
de trigo en las
Este enriquecimiento
significaba mayor viabilidad de¢l polen de
rante de Alexander.

del citoplasma -
acuerdo al colo-
Sin embargo, el polen de trigo unido

4 la planta &f presente alto porcentaje de viabilidad, por

lo que se pensd que el factor que podrfa influir seria la
presencia de las hoijas.

Para determinar si existe una influencia de las ho-
ja6 en la viabilidad del polen se establecieron dos lotes

de 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. Ln el otro lote se despojaba a la egpiga

de todas las hojas y se cortaba ol 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. Iin ambog casos se -
sellaron los recipientes con parafilm para evitar la evapo
racifn excesiva. Los dos lotes se colocaron en la cémara
de cultivo en las condiciones ya mencionadas. Al cabo de
10 dfas se contd la viabilidad del polen con el colorante
de Alexander. En ningfin caso se hizo una medicién de la -

viabilidad inicial para no dafiar las egpigas.

Los resultados de estos experimentos se muestran en

el Cuadro 15 y la Figura 15. 3 observa que las espigas -
de la variedad Era que conservaron las hojas y el tallo

producen 78.6 % de polen vivo contra 3.% % de la espiga
aislada. En el caso de la variedad Lerma Rojo este experi
mento se llevé a cabo solamente con espigas sin hojas, pre
sentando 10.6 % de sobrevivencia. tn la Fipura 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 (+)
hojas

)

y sin

Sobrevivencia final (%)

Espiga

No. %

1 85.7

2 47.2

3 93,8

4 69.9

5 96.4
78.6

CUADRO 15.

(+)

S v
26.3

29.7
4,2
32.7
5.6

19.7 25.0

X

0.0
0.0
4.9
1.9
0.0

3.4

rante de Alexander (1969).

Espigas de trigo varie-
dad Lerma Rojo, sin -
hOjaS (’)a

Sobrevivencia final (¥)

(=) (-
S cv X S cv
17.1  13.%
11.9 12,5 12,2
6.0 2.2 4,1
10.6 3.3 87.7
8.9 261.7

Sobrevivencia del polen de las espigas de trigo
ERA y Lerma Rojo con y snin hojas.

se obtuvieron despuls de 10 dfas,

Los valores finales
Conteos con el colo-
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FIGURA 15,

TRIGO ERA - TRIGO LERMA ROJO

/4 Dspiga sin hojas-

[:J Espipa con hojas

Difas desde el corte
1 10 1 10 de la espiga.

Sobrevivencia del polen de espigas de trigo con

y sin las hojas. Las espipas se cortaron a nivel del sue

lo y se colocaron on agua, El valor inicial de las espi-

gas de la variedad Lerma Rojo se obtuvo del Cuadro 14B y

el de la variedad Lra se supone debe ser mayor o igual

que el valor final. Mo se contaron los inicialen

evitar dafar la espiga.
Alexander ( 1969).

para -
Contecoa con el colovante de
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FIGURA 10, Sobrevivenceia del polen de
la variedad Lerma Rojo,
Pole

capipas de trigo de -
A. Polen durante la anté
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FIGURA 17. GSobrevivencia del polen de tabaco, W,38 A, Tiempo
del desarrolle de los botones florales. B. Polen en eatado
uninucleado, Mbtese la transparencia del eitoplasma. C. Po
lan durante la antéeis. D. Polen con 9 dfas en cultivo, -
Obpfrvese la densidad del citoplasma. Todas las tinciones
anteriores fusron hechas con el colorante da Alexander -

(1969) E, Germinaci6bn del polen en Azul de Evans a los 9 -
dfas de 1la afembra,




. DISCUSION.

1. Determinacién de la viabilidad del polen.

La observacifn de que ol Azul de Evans nos muestra
diferentes porcentajes de viabilidad del polen seglin el

tiempo en queaquél esté en contacto con el colorante nos
llevaria 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 tbéxico 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 ¢l diacetato de fluoresceina -

que aun cuando produce respucstas aceptables requiere de -
filtros adecuados pars las limparas del microscopio
(Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 1970).

Otra buena al-
ternativa para contar la viabilidad del polan es el colo -

rante propuesto por Alexander (1969), basado en la tincién

del contenido citopl&smico en las e¢flulas de polen madu-
ros. Esto se lleva a cabo ffcilmente cuando el polen con-
tiene almidén en gran cantidad, pero dificilmente en -
granos de polen jévenes, uninucleados, que tienen un cito-
plagima muy transparente,



En cambio, el Azul de Evans proporciona un hétodo -
muy ffcil para discernir una cé€lula viva de una muerta pro
vocando contrastes muy fuertes entre unas y otras, 1o re-~

quiere de aditamentos especiales ¥ puede aplicarse a célu-
las muy jévenes. 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 1i4b), tal como las medicioneun de viabilidad -

en espigas con el colorante de Alexander hacia necesario -
(Cuadro 1ka).

2. Curvas de coeficiente de variacién y tamafio de la mues-
tra.

Uno de los problemas que ne presentaron durante el
trazo de las curvas de coeficiente de variacidn para las -~
diferentes espigas (Figura 7) fue la dispersidn de los pun

tos de la curva, lo que llevaba a que el trazo de las mis-~

mas fuesc aproximado. Otro problema fue la diferencia de

valores ¢n los C.V. tan marcados entre una espiga y otra,-

lo que evitaba reunir las espigas en una sola grdfica. En

De -~
acuerdo a estas grdficas el punto de inflexidn de la curva

ge encuentra entre 3 y " espiguillas, es decir, entre 6 y
8 anteras.

un intento de consepuir una sola grdfica se trazd la

correspondiente a C.V. mayor/C.V., menor (Figura 8).

Como ya se dijo, por scguridad se contaron 10
danteras.

Dabe 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 recomandable utilizar grupos de es

pigas y trabajar con el promedio de &stos. Para logprar es
to puede determinarse el nlimero de espigas que deben inte-

grar el grupo siguiendo el traxn de curvas semejantes a
las anteriores,

Otra alternativa seria trazar de nuevo
las gré&ficas de C.V.

tomando en cuenta el posible efecto
téxico del Azul de Evans y obsorvar al final si los puntos

se dispersan menos y siguen la curva mls fielmente.

3. Viabilidad del polen durante el cultivo.

Los resultados obtenidos nos sefialan que las ante-

ras de trigo presentan dos diferencias importantes con res
pecto a las de tabaco.

La primera es que los porcentajes iniciales de po-
leén viable son muy diferentes, siendo éstos de 65.6 % en
la variedad Lerma Rojo, y 36.2 % en la variedad Era ( Cua-
dro b ) y de 100 % en ol polen de tabaco W-38.

La segunda diferencia es la sobrevivencia del polen
durante el cultivo, presentindose una mortalidad en las an
teras de trigo que va de 82.7 % en el medic N-6 hasta 45.7
en el medio M-S con las modificaciones de Ouyang et al

(1973) (Cuadro 10). En cambio, las anteras de tabaco pre-

sentaron, en un lapso semejante, snolamente 8.7 % de morta-

lidad del polen (Cuadro 13). Debe hacerse notar que las

anteras de trigo presentaron ademis durante la siembra un
incremento notable del coeficiente de variacidén que en la



mayoria de los casos es casi del doble. Esto indica que. .-
algunas anteras permanecen con vilores relativamente altos

de viabilidad del polen y otros con valores muy bajos de
la misma. Correlacionado con las respuestas de viabilidad

del polen se observa que las anteras de tripo produjeron
aproximadamente 0.44 % de anteras con embrionss y las ante
ras de tabaco, a los 28 dfas de cultivo, 54.4 %.

pues, la posibilidad de que las obgervaciones de
cum

Existe

N, taba-
de Sunderland (1978) y Horner y Street (1978p) y con
D. innoxia de Nitsch y Norreel (1972) y Sangwan-Norreel -
(i1977) 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) podriamos decir que las especies que pre
sentan una baja frecuencia de androgénesis si tienen, pro-
hablemente, uha receptivilidad del polen (P) y que, en ba-
s¢ a log resul)tados anteriores, las anteras aisladas de
las mismas plantas carecen de los factores de la pared de

la antera (ay ff ) que mantienen la sobrevivencia del po-
len en el cultivo. En cambio, las anteras de las especies

con alta frecuwncia de androgénesis deben presentar ambos
factores. En ente Gltimo caso, si se dafia a la pared de -
la antera oe afectarfa a los factores a y 8 y la productivi
dad androgénica disminuirfa, que serfia lo que ocurrié§ du-

rante los experimentos de N.tabacum de Horner y Street -~

(1978b)donde se cortd en varios grados a la pared y dismi-

nuyb paralelamente la frecuencia de respuesta. En el caso




de los experimentos de Raghavan (1978) en donde un corte -
en cuatro de las anteras de H,ni{ger no afecta la rempuesta

androgénica, la discrepancia podria explicarse por los
tiempos en que ocurre ésta.

Aat, en H.nigex ge observan
las primeras divisiones a las 2h horas. (Rapghavan, 1879),
y en cambio, en tabaco se reqularen de 12 a 15 dias

(Dunwell y Sunderland, 187%),

Lo anterior nos llevaria a
la posibilidad de que en el cane del tabaco ¢l polen depen

diese mis de la pared de la antera que H.nigen.

Sin embargo, podria presentarse que la posibilidad
de que el Azul de Evans altere la viabilidad del polen por

un efecto téxico cambie la firmeza de las conclusiones an-
teriores.

AGn cuando las mediciones de viabilidad del polen -
en el tripgo durante la siembra se viescn afectadas por per
manecer mucho tiempo en el Azul de Evans consideramos que
ento alterarfa los valores iniciales y f{inales de la siem-
Lra, pero que no ocurriria lo mismo con la relacidn basica
propucsta de dinminueiédn dréstica de
len de trigo durante el cultivo. La
se apoya en lo siguiente:

la viabilidad del po-
afirmacibén anterior -

a) Los conteos de las anteras

de tabaco se lleva-
ron a cabo también con Azul de Tvans

y durante &stos se
observé que el polen con nueve dias de permanecer en cul

tivo perminaba en el colorante y despufs morfa, tifiéndo-
ne Gote (Figuras 1WA y 17E), En ningfin caso el polen de
tabaco al inicio de la siembra porminé durante la tin-

¢ién con Azul de Evans. Asf puas, el polen de tabaco ma



durd en el cultivo y estaba vivo al agregar el colerante

puesto que germinS. En cambio, el polen de trigo hunca

presentd germinacién después de la siembra, por lo que po-

demos pengar que no madurd y que al momento de agragar el
Azul de Evans ya estaba muerto.

b) Cuando se tifieron las anteras de trigo quo ha-
bian permanccido 10 dias ¢n cultivo con el colorante de

Alexander el polen de estas se vefa en la mayoria de los
casos vacio (Figura 16D).

En cambio, el polen de las ante
ras de tabaco con 9 dias de cultivo presentaba un citoplas

ma mds denso, de color rojizo (Figura 17D) que cuando se
habia sembrado (Figura 17B).

c) Si las diferencias de viabilidad del polen de
trigo durante el cultivo se debiesen al Azul de Evans y
ne al medio de cultivo losg coeficientes de variacién de
las espipas debian 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-
¢idn aumentaban al final de la

siembra.

Cuando ne tifle ¢l polen

de las anteras de trigo
que habian permanecido 10 dias

en el cultivo se observd

que éste estaba vacfo (Figura 16D)., En cambio, el polen

de anteras de tabaco con 9 dfas de cultivo parecia haber
panado nutrientes (Figura 17D).

Se pabe que las auxinas pueden incrementar la mobi
lizacibn de npustancias hacis los puntos de alta concentra



El

cibén de las mismas. Especificamente, Patricks y Wareing

(1973) mostraron que ocurria una acumulacidn crecicnte de

sacaroga marcada con 14C en la parte superlOp de los tallos
de frijol tratados con AIA.

Afin cuando los medios de gultivo empleados para el
cultivo de las anteras de trigo contenian auxinas (2,4-D)
no se mogtraba un incremento de nutrientes en el citoplas-
ma del polen y quizi a esto

se deba la baja respuesta an-
drogénica.

Aln cuando se observan granno de polen multinuclea-
dos en los medios de cultivo con AJA, la frecuencia en-
contrada de tal fendmeno (0.44%) niopga La posivilidad de -

una relacibébn causa - efecto.
de
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Sin embargo, la posibiladad
que esta u otras sustaneias que influyen sobre la fuer-

de la demanda pueda mejorar la rceupuesta androgiénica -
se retuerza cuando se recucrda ¢l trabajo de Gonzalez-Medi-

y Bouharmont (1978); quienes cencontraron un aumento en
produccidin de callos en anteras

na

la dn cebada cuando sumer-

guinron &stas en una solucidn de ?2,4-D antes de sembrarlas.

. Factores que controlan la viabilidad del polen,

Durante

los experiomentos de la cinftica de la viabi-




lidad del polen durante el cultivo de anteras de trigo se
desprendid que . por' cierto tiempo el polen permanecfa -
vivo y que después empezaba un descenso mis o menos brusco

de la viabilidad(Cuadro 12 y Pigura 12).

Clapham (1977) sugiere que los embriones de ante-
ras de cebada pueden morir por tres causas principales:
a) Presencia de productos téxicos a partir de las anteras,

b) Difusibén inadecuada de los nutrientes y c) Accién de ge
nes recesivos. Sin dificultad podrian aplicarse estas cau
sas a la mortalidad del polen en el trigo. Sin embargo,

en el caso de la accién de genes recesivos éste debfa pro-

ducir una disminucién constante de la viabilidad y no una
caida brusca, ademds de que el trigo es hexaploide, lo que
ocultaria la accién de genes recesivos, aGn en el polen.
La grdfica obtenida en la Figura 12 podria explicarse mds
flcilmente si se supone una acumulacién creciente de toxi-
nas o un agotamiento de reservas alimenticias y la incapa-
cidad posterior de ahsorverlas directamente del medio.

En el caso del tabaco se observa que la viabilidad
an el cultivo es alta y que a los nueve dias algunos gra-
nos de polen germinan (Figura iha y Figura 17e) y que al-
punos mis sc tifien intensamente con el colorante de Ale-
xander del miomo modo que se tifien los granos de polen du-
rante la antesis (Figura 17D y C respectivamente), 1lo que
indica preuscncia de almidén,

Un comportamiento semejante
fue sefialado en N.

tabacum por Sunderland (1973) y por -
Dunwell y Sunderland (19748) quicnes observaron que algunos

granog de polen presentaban indicios claros de haber sufri
do un proceso de maduracidn normal, pues ocurrfa germina-
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Csylvestris

cién del polen yvdepésito de almidén. Aln mds, Sunderland
y Roberts (1977) Rashid y Strect (197Y4) en N.tabacum y N.

respectivamente, roportan dehiscencia de lag -

anteras durante la gsiembra de las mismape Sunderland y

Roberts (1977) encuentran que algunos de los granos libera
dos llevan a cabo la embriogénusic.

Lo anterior nos llevarfa a suponer que las anteras
de tabaco no acumulan sustancias tdéxicas durante el culti-

vo y en cambio, si presentan niveles ddecuados de nutrien-

tes para suministrarlos al polen., Sobre el origen de es-
tos nutrientes pueden sugerirse dos cosas:

a) Que los nutrientes ya estdn contenidos en las an
teras al momento del corte, como parece desprenderse de la
observacidén 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 cultive, como se desprende del comentario de

Sunderland (1879) quien menciona que el polen de las ante-
ras de N.tabacum

flotadas en agua destilada depenera rdpi
damente,

S1 en cambio se agrega sacarosa y agar al agua
tiene lugar la embriogenésis.

Cuando se observan los granos de polen de trigo se
miestra que éstos viven poco durante el cultivo, no presen
tan germinacién después de cicrto tiempo en &ste y carecen



de almidén (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 anteras y no

a la acumulacibén de sustanciae tdxicas. Tal afirmacidn

puede ademls apoyarse e¢n las Gbiervaciones de Ouyang et al
(1973) y Chu et al (1973) quianas comentan que las anteras

de T .aestivum y T.vulgare(raspectivamente) que habfan

presentado formacidn de callos presentaron también dehis-
cencia, Esto podria implicar
tamente-

-ya que no se menciona direc-
que por similitud con el tabaco, el polen posece-
ria almidén y es capaz de germinar.

Todo lo anterior nos llevarfia a la suposicibén de -
que si otorgamos a las anteras de¢ trigo las condiciones de
desarrollo del polen durante el cultivo, se incrementarian

los niveles de respuesta androgénica.

Los experimentos con espipas de trigo con y sin ho-
jas nos llevan a la conclusién de que la dotacibn de almi-
dbn es donado por las hojas (Cuadros 15 y Figura 15). Por
la misma cousa, al separar las anteras de la espiga para
la siembra éotas adquieren un agpecto vacio (Figura 16).Es
to podrfa explicar porqué Ouyang et al (1973) observan -
gran cantidad de polen vacio durante el cultivo de anteras
de T.aestivum y porqué Wilson (1977) encuentra durante el
cultivo de enpigas completas de #,vulgare que aquellas an-

teras que se desprendfan por el filamento de la espiga de-
tenfan su desarrollo,

Asi pues, parece que para incrementar la respuesta

androgénica en T.aestivum ne requiere de la siembra de



espigas completas con hojas., Conclusidn que ceoincide y -

aclara los experimentos de Wilson (1977) con H. vulgary y -

Kasperbauer et al (1980) con F. aiundinaces, quicnes aumen
taron los rendimientos de androgénonis mediante la siembra

respectavamente, de espigas completas y de porciones da
panicula de florecillac.

kntonces, la siembra de cspigas completas restaura-
ria el factor de la pared de la antera (a y B} propuesto -
por Sunderland (1Y74) y el factor interno de los tejidos -
por Kasperbauer et al, (1980) y Wiilson (1477) seria el mante
nimiento de la viabilidad del polen durante el cultivo.
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