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RESUMEN

Se evaluaron diferentes concentraciones de AlA (0.0, 0.2y 1.0 mgL™") y BA (0.0,
1.0 y 3.0 mgL™) y sus respectivas combinaciones asi como el efecto del
pretratamiento con 4°C durante 48 y 96h, en la induccién de formacién de callo
en anteras de Solanum iopetalum. El efecto de cada uno de los factores asi
como la interaccion de los tres resultd altamente significativo, lo que indico que
son necesarios para estimular la respuesta de las anteras a callogénesis. La
combinacion mas eficiente fue 1.0 mg L™ de AIA + 1.0mg L” de BA + 48h de
pretratamiento, con 27.5% de callogénesis. Una vez obtenido el callo se
trasplanté a medios especificos para morfogénesis, donde se observo el efecto
de 2,4-D, AIA, BA y GA3 .El mayor nimero de callos con desarrollo de raices,
40%, se obtuvo con el medio con 0.05 mg L™ de AIA + 0.05mg L™ BA + 0.1mg
L de GAs, en este medio también hubo formacion de plantas, con una
frecuencia de 3.33%. Finalmente, considerando la frecuencia de anteras
callogénicas y la de regeneracion de plantas 27.5 y 3.33% respectivamente, se
puede decir, que el cultivo in vitro de anteras es susceptible de ser aplicado
para la obtencién de plantas haploides en S. iopetalum.

palabras clave: papa, androgénesis, haploides, callogénesis.
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SUMARY

The effect of different concentrations of indoleacetic acid (AlA, 0.0, 0.2, and 1.0
mgL™") and benzyladenine (BA, 0.0, 1.0, and 3.0 mgL™") in their combinations as
well as the exposure to 4°C for 48 or 96 hr in calli induction on anthers of
Solanum iopetalum was evaluated. The action of the factors, individually and in
combination was highly significative. It is, they are necesary to trigger and
stimulate calli formation from anthers. The most efficient combination (AlA, 1.0
mgL™"; BA, 1.0 mgL™" and 48 hr pre-treatment at 4°C) resulted in 27.5% of the
anthers with calli. This undifferentiated tissue was transplanted to several
morphogenic-inducing media, where the effect of 2,4-D, AlA, BA and gibberellic
acid (GA3) was studied. The best medium (0.05 mgL'1 AlA; 0.05 mgL'1 BA; and
0.1 mgL™ GA3) induced roots in40% of the explants. This medium also induced
plantlet defferentiation in 3.3% of the calli. According to these results, the anther
in vitro culture could be established to reduce ploidy in resulting plants of
Solanum iopetalum.

Key Words: potato, androgenesis, haploids, callus yield.
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I. INTRODUCCION

La papa (Solanum tuberosum L.) es un cultivo de gran importancia social y
economica en el mundo, es superada en volumen de produccién y consumo
s6lo por arroz, trigo y maiz (Niederhauser, 1997). Asimismo, se considera con
un alto potencial por su capacidad de producciéon en tiempo y superficie y su
excelente valor nutritivo. Los paises de mayor producciéon son China, Polonia,

Rusia, Holanda, Canada y Francia, entre otros (Wolf, 1997; Parsons, 1998).

En Mexico se cultivan aproximadamente 70 mil ha y ocupa el quinto lugar en
importancia después del maiz, frijol, trigo y algodén. La produccion anual
aproximada es de 1.2 millones de toneladas que se valoran en 215 millones de
dblares y es principalmente para consumo doméstico, no se exporta y las

importaciones oscilan entre 2 y 4 mil ton (Rivera, 1997).

En algunas regiones su cultivo se ha visto limitado debido a problemas
ambientales y principalmente a la presencia de enfermedades virales,
bacterianas y fungosas. Al respecto, el tizon tardio (Phytophthora infestans
Mont de By) es considerado actualmente como el problema fitopatolégico mas
importante en la papa a nivel mundial, debido por un lado, a que los grupos de
compatibilidad estan ampliamente distribuidos en el mundo, incrementando

‘variabilidad y originando cepas mas agresivas (Sequeira, 1997), y por el otro, a



la existencia de tendencias politico-econémicas de reducir la aplicacion de

agroquimicos en papa en un futuro cercano (PICTIPAPA, 1997).

Muchos de estos problemas bioldégicos tienen solucién via mejoramiento
genético, incorporando caracteres valiosos de especies silvestres a las
variedades cultivadas. En el pasado se a recurrido a la especie mexicana S.
demisum como fuente de genes de resistencia al tizéon tardio (Sequeira, 1997).
No obstante, otras especies también pudieran contribuir con genes valiosos, tal
es el caso de S. iopetalum (Lozoya, 1997). Esta especie endémica de México
es hexaploide y tiene un gran potencial genético susceptible de ser utilizado,
pero primero debe superarse su multiple ploidia, ya que esto representa un gran

inconveniente en el fitomejoramiento.

Existen algunas técnicas que permiten de manera artificial la reduccion del
genoma y obtener haploides, tales como cruzas interespecificas, polinizacion
tardia, irradiacion del polen, tratamientos con reguladores de crecimiento y

choque térmico, o bien por técnicas in vitro (Bhojwani y Razdan, 1989).

Dentro de esta ultima, los haploides pueden generarse a partir del cultivo de
ovulos, ovarios, polen, embriones inmaduros (generados cuando no hay
fertilizacion), microesporas o por cultivo de anteras (Pierik,1990). Cabe
mencionar que la obtencién de haploides a través del cultivo de anteras ha sido
ampliamente utilizada en numerosas especies, incluyendo las de importancia

econémica (Bhojwani y Razdan, 1989). Con esta técnica se tiene la posibilidad



de obtener resultados en muy corto tiempo, hasta en un afo, ademas tiene la
ventaja de que en algunas especies las plantas resultantes contienen una
mezcla de ploidias: haploides, dihaploides o diploides, triploides, tetraploides,
octaploides y aneuploides (Rokka et al., 1996; Farnham, 1998) las cuales
pueden ser de gran utilidad en programas de mejoramiento para la obtencién de
genotipos tolerantes a las condiciones mencionadas.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se plantearon los siguientes

objetivos.



Il. OBJETIVOS

Identificar los factores favorables para la androgénesis in vitro de Solanum

iopetalum a partir del cultivo de anteras.

De manera particular:
Establecer marcadores morfoldégicos de los botones florales que permitan

identificar la etapa uninucleada de la microespora.

Determinar el tiempo de pretratamiento con 4°C, en los botones florales, mas

adecuado para la induccién de androgénesis.

Evaluar el efecto del carbdn activado en la induccién de androgénesis in vitro

asi como en la morfogénesis.

Identificar reguladores de crecimiento apropiados para la induccion de

androgénesis y para el desarrollo de plantas.

Determinar la capacidad androgénica y de regeneracién de plantas in vitro de

Solanum iopetalum.



ll. REVISION DE LITERATURA

3.1. GENERALIDADES

Se considera que la papa es originaria del Sur de América (Pert, Ecuador,
Bolivia), aunque la diseminacion del cultivo se inicia en el siglo XVI por los

espafoles quienes la introdujeron a Europa (Hanneman, 1994).

La papa es un cultivo que se adapta a varios climas, su extension actual va del
ecuador hasta zonas polares; es decir, de latitudes de 50°N y 50°S y altitudes
de 0 a 4 mil metros, donde habitan tres cuartas partes de la poblacion mundial.
Ocupa 22 millones de ha con una produccion total de 287 millones de
toneladas. Por lo tanto, el nimero de factores bibticos y abiéticos, limitantes del
rendimiento encontrados en tal diversidad de nichos ecolégicos, es
considerable y muy importante. El nivel de productividad varia en funcion del

clima, de la cantidad y calidad de insumos (Gallais y Bannerot , 1992).

La papa cultivada Solanum tuberosum es un tetraploide cuyo numero
cromosémico es 2n=4x=48 y ha evolucionado de especies diploides. Es una
planta autbgama aunque llega a presentar cierto grado de entrecruzamiento, se

reproduce sexual y asexualmente. Muestra depresion endogamica y



frecuentemente presenta alelos de incompatibilidad (Montaldo, 1984; Rivera,

1990).

La mayoria de los dihaploides provenientes de variedades tetraploides de S.
tuberosum, son plantas débiles pero cruzadas con otras especies diploides o
entre ellas mismas pueden producir descendencia vigorosa. La debilidad natural
de los dihaploides originales es debida a la depresion causada por la

endogamia (Vidal, 1998).
3.2. CARACTERISTICAS BOTANICAS

La papa es una planta herbacea anual y perenne por su reproduccion debido a
su propagacién vegetativa. Los tallos son de dos tipos: aéreos y/o rastreros y
subterraneos, estos Ultimos estan compuestos por rizomas y tubérculos (parte
comestible). Cada tallo aéreo origina de dos a tres tubérculos, éstos pueden ser
ovoides o cilindricos con piel blanca, amarilla, rosa, roja o violeta (Valdés,

1992).

Las hojas son compuestas, formadas por foliolos largos de forma ovoide. Las
flores son perfectas, de color blanco, purpura o veteadas de acuerdo al cultivar.

El fruto es redondo con diametro aproximado de 2 cm. (Valdés, 1992).



3.3. PROBLEMATICA DEL CULTIVO

La planta de papa es atacada severamente por una enfermedad causada por el
hongo Phytophthora infestans Mont de Bay, que destruye sus hojas y sus tallos.
En muchas regiones este dafio se manifiesta relativamente tarde en el ciclo de
la planta, por lo que recibe el nombre de tizén tardio. El control quimico es
costoso y tiene impacto ambiental, las aplicaciones de fungicidas para controlar
este hongo encarece el cultivo y afecta el ambiente. En 1994 los productores de
papa del mundo gastaron mas de $4 mil millones de doélares en fungicidas

(PICTIPAPA, 1997).

En cualquier lugar donde la papa se cultive, de temporal y aun en regiones con
riego, el cultivo debe protegerse con fungicidas quimicos para prevenir el
ataque del tizén tardio. Actualmente, la papa recibe anualmente mas productos

quimicos que cualquier otro producto alimenticio (Niederhauser, 1997).

Los cientificos de todo el mundo han buscado durante mas de 100 afios la
.resistencia genética al tizdn tardio, sin embargo, sus esfuerzos se ha
disminuido por la agresividad y variabilidad del hongo. El biotipo A2 que
siempre ha existido en México se ha dispersado a nivel mundial (Sequeira,
1997). La solucién a este problema que afecta a la produccion de papa en el
mundo esta en la incorporacién de resistencia genética durable a tizén tardio,

de los biotipos 1 y 2 en los nuevos cultivares de papa (PICTIPAPA, 1997).



La coexistencia de los tipos de apareamiento entre las razas de P. infestans, A1
y A2 (fase sexual) en México, ha originado una alta diversidad de biotipos de
este hongo y la severidad de ataque del tizén a la papa por la misma razon, es
destructiva. Como consecuencia de la evolucién natural se han formado y
sobrevivido a este patogeno especies silvestres que son resistentes y ademas
tienen genes valiosos para otros factores abiodticos y bidticos adversos que
afectan a la papa, entre estas se encuentran Solanum bulobocastanum
(2n=2x=24), S. cardiophylum (2n=2x=24), S. verrucosum (2n=2x=24), S.
stoloniferum (2n=4x=48), S. brachycarpum (2n=6x=72) y S. iopetalum
(2n=6x=72). Esta Ultima es una especie endémica mexicana que se distribuye
en el Este y Centro del pais y representa un gran potencial genético susceptible

de ser aprovechado (Montaldo, 1984; Hanneman, 1994).

Practicamente no existen reportes sobre la utilizaciéon de esta especie en
programas de mejoramiento (Julio et al., 1998), ésto es debido probablemente a
su condicién de hexaploide que dificulta su manipulacion, lo que ha generado la
necesidad de disponer de técnicas y programas de mejoramiento que puedan
aprovechar la amplia variabilidad genética contenida en» esta especie para
incorporarlo a variedades comerciales o crear nuevas variedades de papa
resistentes al hongo y con caracteristicas agronémicas aceptables, aunque
primero se debe superar la mltiple ploidia. Al respecto el cultivo de anteras in

vitro puede resultar una buena alternativa.



3.4. CULTIVO DE ANTERAS in vitro

El cultivo de anteras o “androgénesis in vitro” forma parte de cultivo de tejidos
vegetales, es una técnica que consiste en aislar las anteras del boton floral o
inflorescencia en condiciones asépticas y cultivadas en medio nutritivo sintético,
con la finalidad de obtener plantas haploides derivadas del gametofito

masculino o microespora (Auge y Boccon-Gibod, 1986).

Los primeros en demostrar que las anteras de Datura innoxia aisladas in vitro
eran capaces de formar embriones haploides fueron Guha y Maheshwari en
1964, apartir de entonces y basicamente en la Ultima década se han obtenido
considerables progresos principalmente en especies de importancia econdémica
como arroz, maiz, trigo, cebada, chile y papa (Sunderland, 1980). Cabe
mencionar que se han publicado resultados favorables en mas de 247 especies
de plantas superiores en varios paises como Inglaterra, Francia, Alemania,
Estados Unidos, China, Japén y Canada, entre otros (Maheswari et al., 1982;

Pierik, 1990).

Si bien es cierto que estos resultados son alentadores para el mejoramiento
genético de una cantidad considerable de plantas, en algunos otros cultivos se
ha usado con poca eficiencia, debido principalmente a que participan un gran
namero de factores fisicos, quimicos y de la planta para tener éxito en la

produccién a gran escala de haploides.



3.5. GENOTIPO DE LA PLANTA MADRE

El genotipo es posiblemente el factor mas importante en la produccion de
plantas haploides mediante cultivo de anteras. Se han observado marcadas
diferencias en la respuesta no sélo entre especies del mismo género sino entre
variedades de la misma especie (Maheswari et al.,, 1982). La embriogenesis
ocurre con mayor frecuencia en especies de las familias Solanaceae, Cruciferae
y Gramineae. Dentro de éstas cada genotipo responde de manera particular,
por lo general, la primera forma embriones directamente de la microespora, en
tanto que la Ultima se caracteriza por formar callo y apartir de éste genera

embriones (Dunwell, 1985).

Asi, dependiendo del genotipo se puede formar callo o embriones. En arroz y
cebada se forma exclusivamente callo, en tanto que en otros cereales solo se
forman embriones después de la ruptura_ de la pared de la antera. En algunos
casos se ha observado Ia‘ formacién secundaria de callo a partir de embriones
bajo la influencia de auxinas, que son necesarias para estimular el desarrollo de

la microespora (Wenzel y Foroughi-Wehr, 1984).

Se sabe que la capacidad de callogénesis es hereditaria y esta controlada por
mas un gen del nucleo (Sonnino et al., 1989). Auhque Ghaemi et al. (1993),
demostraron que la capacidad de androgénesis in vitro es influenciada no sélo

por efectos del nlcleo sino por el citoplasma en algunos casos.

10



Por otro lado, la ocurrencia en algin grado de embriogénesis en la progenie
resultante de padres que no presentan capacidad de embriogénesis,
claramente indica que la formacion de embriones esta determinada por genes

recesivos (Sonnino et al., 1989).

La heterogeneidad genética de la respuesta ha sido considerada el principal
obstaculo en la aplicacion del cultivo de anteras; sin embargo, muchos estudios
han indicado que la inducciéon a embriogénesis puede lograrse manipulando

factores genéticos y ambientales del cultivo (Chen, 1983).

Esto significa que es posible mejorar el nivel de respuesta en genotipos de baja
capacidad de embriogénesis a través de cruzas o recombinaciones con
variedades de alta respuesta a la produccion de haploides via embriogénesis
(Jacobsen y Sopory, 1978). Es claro que este tipo de procedimientos son
susceptibles de ser empleados sblo en especies de importancia economica

como centeno, trigo, maiz (Petolino et al., 1988), papa (Jacobsen y Sopory,
1978), entre otras. Ademas, resulta de gran importancia para materiales
resistentes a enfermedades o condiciones ambientales desfavorables (Sonnino

et al., 1989).

De manera general, estudios recientes concentran su atencién en aspectos
genéticos mas que fisiologicos, pero no debe perderse de vista que los
diferentes genotipos varian es su capacidad de respuesta en distintas

condiciones ambientales como luz, temperatura, etc. (Rokka et al., 1996).

11



3.6. AMBIENTE DE CULTIVO DE LA PLANTA MADRE

Las condiciones bajo las cuales crecen las plantas donadoras o plantas madre
influyen en gran medida en la respuesta de las anteras a formar embriones y en
la posterior produccion de plantas haploides (Dunwell, 1985); es decir, el
fotoperiodo, la intensidad luminosa y la temperatura principalmente son factores
que afectan tanto el nimero de anteras que tienen respuesta positiva como la
frecuencia a embriogénesis de las mismas, segun se ha observado en tabaco,
trigo y algunas especies del género Brassica (Sunderland, 1981; Collins y

Genovesi, 1982).

Wenzel y Foroughi-Wehr (1984) encontraron que anteras provenientes de
plantas cultivadas bajo condiciones controladas a 20 000 lux, tienen una mayor

frecuencia de callogénesis que las cultivadas a menor intensidad luminica.

Asimismo, la temperatura durante el crecimiento de la planta es critica y
depende de la especie y de la combinacion con la intensidad luminica, asi por
ejemplo, en cebada a temperaturas de 18 a 20 °C con 10 000 lux causa

reduccion de la tasa de callogénesis.
Por otra parte, se han recomendado ciertos tratamientos para incrementar la

respuesta de la planta donadora, tales como remover la region apical de la

inflorescencia, aplicar reguladores de crecimiento como etrel (Bajaj et al., 1977),
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eliminar botones florales viejos o aplicar algunos nutrimentos (Maheshwari et

al., 1982).

Es evidente que aun en una misma especie pueden haber diferencias en esta
respuesta debidas a la época de cosecha de las anteras. Estas diferencias son
causadas posiblemente por los efectos de la variacion estacional (Wenzel y

Foroughi-Wehr, 1984; Feng y Wolyn, 1991).

Asimismo, se sabe que los factores ambientales pueden favorecer la formacién
de poblaciones dimorficas para polen pequefio y normal durante el periodo de
floracion. Algunas publicaciones indican que los granos de polen pequefio
elevan la tasa de embriogénesis; sin embargo, en este punto hay cierta
controversia, pues otros autores, mencionan que la proporcién de granos de
polen “pequefios” por si sola no es suficientemente grande comparada con el
gran numero de microsporas las cuales desarrollan plantas haploides via

embriogénesis (Collins y Genovesi, 1982).

El estado nutricional de la planta madre asi como la edad de ésta, también
influyen en el proceso de embriogénesis. Se considera que las anteras que
provienen de los vastagos primarios son mas productivas que las de los
laterales o menos jovenes, por lo que se recomienda emplear botones florales

del inicio de la floracion (Dunwell, 1985; Bajaj et al., 1977).
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3.7. ETAPA DE DESARROLLO DE LAS CELULAS MASCULINAS

Las células masculinas estan contenidas en las anteras de la flor, las cuales
estan sostenidas por un filamento. Por lo comun la antera tiene dos Idbulos
unidos por una banda de tejido. Cada lébulo tiene dos sacos polinicos
longitudinales dentro de los que se producen los granos de polen. Cuando éste
se va a de liberar se produce una ranura en la pared de cada lébulo, los bordes

de la ranura se separan y el polen cae (Weier et al., 1983).

Al inicio la antera sblo es una pequefia masa de células meristematicas, de esta
se diferencian muy pronto cuatro grupos separados de células denominadas
microesporocitos o células madres del polen. Cada una de estas por medio de
meiosis y citocinesis da origen a una tetrada de microesporas haploides. La
disposicion de las microesporas en la tetrada varia en las diferentes especies y
algunas veces puede variar en la misma especie, pueden ser en forma de T,
lineal, decusada, tetraédrica o isobilateral, siendo las dos ultimas las mas

comunes (Curtis, 1976).

Posteriormente, el nlcleo de las microesporas se divide por simple mitosis para
constituir una célula haploide bicelular. Finalmente se engrosa la pared celular y
puede llegar a tener una estructura muy elaborada originandose asi el grano de

polen o gametofito masculino (Curtis, 1976; Weier et al, 1983).
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Para lograr la formacién de embriones, es de gran importancia la etapa de
desarrolio en la que se encuentren las células masculinas o microesporas en el
momento de su aislamiento (Wenzel y Foroughi-Wehr, 1984). Numerosas
investigaciones han demostrado que las microesporas responden sélo en una
etapa especifica de desarrollo, la cual se ubica de la uninucleada temprana a la
binucleada temprana, e incluso en tetrada para la mayoria de las especies

(Dunwell, 1985).

De manera general, Sunderlan (1980) clasifica a las plantas de acuerdo a su
respuesta a embriogénesis en tres éategorias principales: premitotica, mitotica y
postmitotica; menciona que en la primera se obtiene mayor respuesta usando
anteras que contengan microsporas que aun no completen la meiosis y antes
de la primera divisién del polen, las que pertenecen a la segunda categoria
responden 6ptimamente cerca de la primera division del polen y finalmente la

etapa binucleada temprana es la méas adecuada para plantas postmitoticas.

La mayoria de las plantas en las que se han obtenido respuesta positiva ha sido
a partir de microsporas en etapa uninucleada. En papa los mejores resultados
se han obtenido con microesporas en esta etapa y la respuesta disminuye

cuando se cultivan en etapa de tetrada o binucleada (Sopory y Bajaj, 1987).

De igual forma, en esparrago se observo que la frecuencia en la formacion de
callo embriogénico y no embriogénico de anteras con microesporas en etapa

uninucleada tardia fue mas del doble que las anteras con microesporas en
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etapa uninucleada media o binucleada temprana y seis veces mayor que

anteras en uninucleada temprana o binucleada tardia (Feng y Wolyn, 1991).

Es frecuente observar aberraciones de estructuras embriogénicas cuando se
cultivan anteras con microgametos en etapas posteriores, lo que sugiere que
son menos competentes para completar el desarrollo y la formacion posterior de

plantas (Sibi et al., 1979).

En el cultivo in vitro del polen se ha observado que éste puede seguir un
camino de desarrollo esporofitico en lugar del gametofitico. Se sabe que la
microespora comunmente se divide para formar una célula vegetativa y otra
generativa, la cual conduce al tipo de desarrollo gametofitico. Teéricamente en
términos citologicos la microespora puede seguir cuatro rutas en el desarrollo:
1)- la mitosis del nucleo de la microespora forma directamente dos ceélulas
idénticas, de las cuales una o ambas pueden formar embriones como ocurre en
Datura innoxia, 2)- sigue el curso de la divisidbn normal y la célula vegetativa
genera embriones, como en Nicotiana tabacum, 3)- el embrion se desarrolla de
la célula generativa y finalmente 4)- ambas células producen embriones

(Maheshwari et al., 1982).

Por otra parte, es importante identificar los botones florales e inflorescencias
que contengan microesporas en estado 6ptimo, esto puede hacerse, con fines

practicos, mediante las caracteristicas morfolégicas (marcadores) de los
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mismos, tales como la longitud de los sépalos, el grado de apertura del boton

asi como el color y la longitud de éste.

Aparentemente lo anterior es relativamente facil, pero establecer una
correlacion entre la apariencia del boton y el desarrollo de la microespora no
siempre es absoluta, es decir, botones morfologicamente idénticos pueden

diferir significativamente dando total o ninguna respuesta (Sunderland, 1980).

Ademas, el grado de uniformidad de los botones varia de una especie a otra; en
especies con botones pequefios la presencia de anteras asincronicas es
relativamente baja. El grado de asincronia se incrementa con el niumero de
anteras por botén. En maiz y sorgo por ejemplo, donde la inflorescencia es
larga y morfolégicamente compleja, es frecuente la asincronia (Bhojwani y

Razdan, 1989).

3.8. PRETRATAMIENTOS

Se han aplicado varios tipos de pretratamientos con la finalidad de incrementar
la respuesta en algunas especies, en especial las bajas temperaturas, las
cuales provocan un efecto positivo en la microespora estimulando la produccion
de embriones; éstas se pueden aplicar sobre la planta madre, yemas florales
jévenes o sobre las anteras in vitro (Wenzel y Foroughi-Wehr, 1984), lo cual se
ha reportado en muchas especies como tabaco, Datura, arroz, cebada, papa,

entre otras (Chen, 1983).
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Aziz et al. (1999) encontraron que pretratamientos con temperaturas de 4 a 5°C
en clones de genotipos diploides de Solanum (9507-04 y 6028-02) presentaron
34% de anteras que produjeron callo o embriones, comparado con 16% de los
que no recibieron pretratamiento; de igual forma, se redujo el tiempo de

respuesta de 7 a 5 semanas.

Al parecer el frio genera una desviacion del proceso normal de la division del
polen (divisién asimétrica) dando lugar a dos nuacleos idénticos, los cuales
pueden iniciar un desarrollo de tipo calégeno o de tipo embriogéneico, a

menudo la embriogénesis sigue a la callogénesis (Auge y Boccon-Gibod, 1986).

El choque térmico posiblemente causa la disolucion o desorganizacion de los
microtubulos y la disociacion del huso acromatico, lo que conduce a una
division anormal del nucleo de la microespora (Bajaj, 1983). Algunos estudios
sugieren que el desarrollo anormal resulta de la restriccion en la actividad
sintética del ARN o bien de la alteracién en la composicion de aminoacidos de
la pared de la antera, lo cual favorece el desarrollo embriogénico (Collins y

Genovesi, 1982).

- Por ofro lado, se piensa que la accidon del choque térmico es retener la
viabilidad del polen mas tiempo y retrasar la senescencia del tejido de la pared
de la antera, porque disminuye la intensidad respiratoria y el consumo de

nutrimentos (Chen, 1983), lo cual previene la muerte del polen, pues alarga la
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produccién de aminoacidos que nutren a éste y reduce la biosintesis de etileno;
ésto incrementa el nimero de polen viable susceptible de formar plantas
haploides. Al mismo tiempo, las bajas temperaturas detienen la primera mitosis
y bloquean la formacion de celulosa, por lo que se incrementa la posibilidad de

un desarrollo subsecuente (Wenzel y Foroughi-Wehr, 1984).

Las temperaturas que se emplean dependen de la especie que se trate. Para la
mayoria de los cereales se emplean temperaturas de 3 a 6°C, en tanto que para
algunas solanaceas se aplican de 10 a 16°C con mejores resultados; asimismo,
el tiempo de tratamiento es critico en relacién al estado inicial de desarrollo, por
lo que debe buscarse una combinacion adecuada de temperatura, tiempo y

estado de desarrollo para cada cultivo (Sunderland, 1981).

Otro tipo de pretratamiento es sugerido por Dodds (1985) y consiste en remojar
por varios dias los botones florales o espigas cosechadas, o centrifugar las
anteras a 3 o 5°C por 30 minutos. De igual forma se puede mejorar la eficiencia

de embriogénesis asperjando etrel a los botones florales (Bajaj et al., 1977)

3.9. FACTORES FiSICOS Y QUIMICOS

El Carbdn activado se emplea con frecuencia en el cultivo de anteras debido a
que tiene un gran poder adsorbente. Se ha visto que este compuesto
incrementa la frecuencia a embriogénesis, en algunos casos hasta 91%

comparado con 41% cuando no se emplea (Bajaj y Reinert, 1977); ésto se debe
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a que es capaz de adsorber sustancias inhibitorias que se liberan en el medio
como resultado de la degradacion de sacarosa por el proceso de esterilizacion
con autoclave (5 hidroximetil 2 furfural) o bien de la oxidacién del tejido de la
antera por presencia de fenoles (Dodds, 1985), que es producida en la mayoria
de los casos por dafio mecanico (Nitsch, 1983), e indica el inicio de
senescencia de la antera que generalmente va acompafiada de un aumento en
la produccion de etileno. Este tltimo también puede ser adsorbido por el carbon
activado asi como el acido absisico (ABA) producido por la antera (Pierik,

1990).

Respecto al etileno, Sevenier y Cumans (1996) observaron que el etileno
producido por las anteras en el proceso de incubacién, principalmente en las
etapas tempranas, estimula la division de la microespora originando callo, pero
una vez formado el callo inhibe su desarrollo, este efecto lo controlaron con la

adicion de acido alfa aminoacético.

Es evidente que el uso de carbén activado es fundamental si se desea
aumentar la frecuencia de embriogénesis, pero es conveniente indicar que este
compuesto no es selectivo, adsorbe tanto compuestos exbégenos como
endogenos, benéficos como dafinos. Si se emplea el altas concentraciones
puede eliminar del medio compuestos importantes como las hormonas y tener

un efecto inhibitorio del crecimiento (Nitsch, 1983).
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La concentracion de carbon activado dependera de la constitucion del medio,
de la etapa del cultivo asi como de las caracteristicas del explante. En general
se recomiendan concentraciones que van de 0.2 a 2.0% (Bajaj y Reinert, 1977,

Rokka et al., 1996)

Otros elementos importantes son los reductores o agentes antioxidantes, dentro
de los cuales el acido ascorbico junto con L-cisteina se ha demostrado que
evitan el oscurecimiento de la antera producido por la oxidacion de fenoles y
quinonas, incrementando considerablemente la respuesta a embriogénesis

(Tiainen, 1992).

3.10. REGULADORES DE CRECIMIENTO

En el cultivo de anteras tienen un papel importante las condiciones de
incubacion, pretaratamientos con bajas temperaturas, asi como la constitucion
del medio nutritivo, donde los reguladores de crecimiento son la parte

fundamental.

Dunwell (1991) divide a las especies en dos categorias, la independiente de los
reguladores de crecimiento , donde ubica a la mayoria de las solanaceas, y la
dependiente, como la mayoria de las gramineas y cruciferas, en las cuales se
obtiene un incremento considerable en la produccién de haploides si se

adicionan concentraciones relativamente altas de forma individual o combinada.
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El requerimiento de reguladores de crecimiento varia entre especies y cultivares
de la misma especie. En papa y algunas otras solanaceas las auxinas junto con
las citocininas se han considerado como las de mayor efecto, especificamente
acido indolacético (AlA), bencilaminopurina (BA) y cinetina (Rokka et al., 1996;

Aziz et al., 1999).

En otras especies como en trigo, es de particular interés en la induccion de
callogénesis el acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) en concentraciones de 2 a
4 mgL™", en combinacién con citocininas (Kintzios et al., 1996). No obstante, el
2,4-D representa un riesgo, porque si se mantiene en el medio por mucho
tiempo, después de formarse el callo, puede impedir la generacion de

embriones (Collins y Genovesi, 1982).

Otros reguladores como el acido abscisico (ABA) y el acido geberélico (GAz)
han sido escasamente empleados, éste Ultimo ha resultado eficiente para

algunos cultivares de trigo.

Moieni y Sarrafi (1996) trabajaron con dos genotipos de trigo hexaploide y
observaron un comportamiento antagoénico entre GAs y 2,4-D en la produccion
de embriones, al reemplazar este ultimo por GA3; con feniletilamina (PEA) en el
medio disminuyé el nimero de embriones y el porcentaje de plantas
regeneradas, en tanto que PEA solo, incrementd el nimero de embriones por
antera en ambos genotipos. Asimismo, el medio basico suplementado con GA3;

incrementd la tasa de regeneracion de plantas haploides.
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Por su parte, Foroughi et al. (1977) cultivaron anteras de Solanum tuberosum
en el medio de Linsmaier y Skoog (1965), el cual modificaron agregando CoCly,
FeNaEDTA vy eliminaron FeSQ,, al mismo tiempo variaron la concentracion de
AlA 'y BA, con esto obtuvieron formaciéon de yemas, en tanto que usando ANA y
cinética solo obtuvieron raices. El cultivo se mantuvo a 23°C en oscuridad y se

transfirieron a luz so6lo después de diferenciacion.

Sopory et al. (1978) cultivaron anteras en medio de Murashige y Skoog (1962)
utilizando una combinacién de 100 medios con 40 genotipos. La maxima
respuesta la obtuvieron cuando emplearon 60 g L™ de sacarosa, AIA (6 x 10°°
M), BA (4 x 10° M ) y carbén activado. En ausencia de alguno de estos factores
la respuesta disminuyé. Asimismo, la respuesta fue mejor cuando el cultivo se

mantuvo en 12 h de luz y 12 h de oscuridad.

Es claro que los reguladores de crecimiento no actian de manera
independiente, sino en relacion con otros factores. Jing-li et al. (1983)
demostraron que cuando las anteras de trigo son pretratadas con 3y 5 °C por
72 h en medio liquido suplementado con 1.2 mgL™ de AIA y 2 mgL™" de
cinetina se incrementa considerablemente la induccién de polen multicelular y
subsecuente desarrollo de embriones, donde fue 5 veces mayor que en el

medio sin reguladores.
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La generacion de plantas se logra por una concentracién suficiente de
reguladores, una combinacién adecuada, un cambio en estas o por omisién de
las mismas. El inconveniente de adicionar medios ricos en reguladores es que
promueve el crecimiento de tejido diploide de la antera. De hecho para la
induccion de callogénesis es necesario el empleo de auxinas, pero para la
formacién de plantas es mejor el medio sin reguladores (Maheshwari et al.,

1982)

3.11. SACAROSA

La principal fuente de carbono para el cultivo de anteras es la sacarosa.
Dunwell (1991) menciona que existen dos tipos de plantas, las que requieren de
bajas concentraciones, de 2 a 4% como las solanaceas vy lileaceas, y las que
requieren altas concentraciones, de 8 a 12% como los cereales, aunque esto no
es universal. En algunos casos como en papa, se recomienda adicionar al
medio altas concentraciones al inicio de la embriogénesis porque inhibe la
proliferacion de tejidos somaticos, pero una vez que emergen las plantulas es

conveniente disminuir su concentracién (Maheshwari et al., 1982).

Los altos niveles de sacarosa actian como reguladores osmoéticos previniendo

la lisis del polen durante las etapas tempranas de division y mas tarde evita la

germinacion precoz del polen durante las etapas tempranas de embriogénesis.
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3.12. AMINOACIDOS

En el curso de la formacién de embriones se han observado cambios en los
niveles de aminoacidos, principalmente en treonina, serina, glutamico y prolina
presentes en el tejido nutritivo de la antera, que al parecer son determinantes

en la induccion de embriones (Collins y Genovesi, 1982).

Algunos autores sugieren que es necesaria la adicion de ciertos aminoacidos al
medio para optimizar la produccion de plantas haploides via embriogénesis,
debido a que las sales de nitrato 0 amonio que se incorporan al medio no
pueden remplazarlos. Uno de los aminoacidos que mas frecuentemente se
emplea es la glutamina en concentraciones de 500 mgL’1, aunque
recientemente se ha observado que prolina tiene mejores resultados cuando se

utiliza en concentraciones de 100 mgL™" (Dunwell, 1985).

Se sugiere que ciertos genotipos poseen un aminoacido endégeno el cual
permite la induccién embriogénica. En tabaco el acido glutamico juega un papel
clave en la promocion de crecimiento del polen (Collins y Genovesi, 1982).

3.13. TEMPERATURA Y LUZ

Dentro de los factores fisicos de incubacion, la temperatura es tal vez el mas

importante. En la mayoria de las especies, incluyendo las Solanaceas, se ha
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observado buena respuesta cuando se incuban en un rango de 25 a 30 °C

(Dunwell, 1985).

Rokka et al. (1996) al cultivar anteras de cuatro genotipos de papa encontraron
gue cuando éstas se mantuvieron a 28°C la respuesta a embriogénesis se
incrementd en la mayoria de los genotipos, obteniéndose un promedio de
11.9% de embriones, comparado con un 0.9% cuando se cultivaron a 20°C.

En algunos casos temperaturas altas por periodos de 1 a 3 dias han resultado
favorables; sin embargo, el periodo de exposicion 6ptimo puede variar en
funcion del genotipo. En el caso de Brassica napus cv. Tower, 14 dias a 30°C
es mas efectivo, en tanto que otros genotipos de este género, responden mejor
en periodos cortos de 1 a 2 dias a 35°C (Keller, 1984). En trigo se ha visto que
incubar las anteras a 33°C y luego transferirlas a 24°C favorece la formacién de

callo.

Se sabe que la temperatura de incubacion afecta el potencial de regeneracién
del callo inducido, cuando éste se mantiene con altas temperaturas (29-31°C)

se llega a perder capacidad regenerativa (Dunwell, 1985).

Rokka et al. (1996) concluyen que la formacion de yemas no fue afectada tanto
como la produccién de embriones por la temperatura. Asimismo, observé que
cierto grado de oscurecimiento de los embriones y yemas estan asociados con

incrementos en la temperatura. Finalmente afirma que la prevencién del
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oscurecimiento se consigue disminuyendo la temperatura durante el cultivo. Por
otro lado, temperaturas elevadas en mucho de los casos favorecen la

produccién de albinos (Dunwell, 1985).

En cuanto a la luz, es poca la evidencia sobre su efecto en el cultivo de anteras.
La recomendacion usual es que la incubacion de las anteras sea en oscuridad o
bien a muy baja intensidad, del orden de 2 000 lux (Bajaj et al., 1977) y soélo se
transfieran a la luz cuando los embriones o el callo se hayan formado (Dunwell, '
1985; Sunderland, 1980), en este caso se recomiendan baja intensidad luminica
y el fotoperiodo depende del genotipo. Por lo general se recomiendan entre 14 y

16 horas luz y una intensidad luminica de 4000 a 6000 lux.

Existen otros factores que influyen en el cultivo de anteras, que han sido
estudiados con menos detalle, pero que de igual forma pueden ser significativos
principalmente en el incremento de la frecuencia a embriogénesis o

callogénesis.

La orientacion de la antera en la superficie del medio generalmente no se
controla, pues es muy dificil, sin embargo, es evidente que en algunas especies
como tabaco y Datura los mejores resultados se han obtenido cuando la cara

plana de la antera esta en contacto directo con el medio (Dunwell, 1991).

Por otro lado, la alta densidad de siembra parece tener un efecto benéfico en

la frecuencia de embriogénesis, aunque existe poca evidencia de ésto, en
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cebada se ha comprobado que entre mas proximas estén las anteras unas de

otras mayor es la respuesta al cultivo.

Bajaj et al. (1977) demostraron que cuando se cultivaron 4 anteras unas en
contacto con las otras en 10 ml de medio la frecuencia de la respuesta se
incrementd de 44.7 a 65.6% en comparacion con las cultivadas a 1 cm de
distancia; sin embargo, no hubo diferencias significativas en el numero de
plantas por antera. Por su parte, Dunwell (1991) recomienda para cebada

utilizar 60 anteras por ml de medio.

Algunos investigadores sugieren que la pared de la antera también juega un
papel importante en la embriogénesis, esta parece tener tanto efectos benéficos
como inhibitorios, dependiendo de las circunstancias. En el inicio del cultivo
induce o estimula la androgénesis, posiblemente aportando los nutrimentos y/o
factores de crecimiento, pero en la senescencia tiene efecto inhibitorio del

mismo (Maheshwari et al., 1982)

En belefio, el polen embriogénico es restringido a la periferia del loculo de la
antera muy proximo al tapete, lo que sugiere que el gradiente critico de
sustancias de origen del tapete es instrumento para la inducciéon de division

embriogénica en el polen (Bhojwani y Razdan, 1989).

Chen (1983) observé en arroz que la pared de la antera es importante en la

induccién inicial del esporofito en el desarrollo del polen, debido a que los
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metabilitos producidos por la actividad de la antera envuelven al callo joven,
después las células del tapete desaparecen y las células remanentes proveen

de ciertos metabolitos para el desarrollo subsecuente del polen.

Al respecto, Jing-li et al. (1983) concluyen que el desarrollo del polen esta
completamente relacionado con la viabilidad de la antera y que es posible
emplear reguladores de crecimiento para mantenerla y favorecer la division y

diferenciacion del esporofito.

3.14. REGENERACION DE PLANTAS

No siempre los embriones derivados de anteras pueden desarrollarse en
plantas, por lo que se hace necesario un medio de cultivo adecuado para estos,
que comunmente es solido. Generalmente, se requiere de una disminucién en
la concentracion de sacarosa hasta el 2% y en muchos casos eliminar los
reguladores de crecimiento y el suplemento de aminoacidos (Maheshwari et al.,

1982; Keller, 1984).

La tasa de conversion de embriones a plantas esta bajo control genético. En
algunas especies so6lo una pequefia fraccion (1-10%) de embriones cultivados
se desarrollan directamente en plantas, la mayoria se desarrolla de una manera
anormal, con un elongado o contraido hipocétilo. En Brassica napus, por
ejemplo, se desarrolla un gran nimero de embriones secundarios a partir de

embriones derivados de anteras (Keller, 1984; Aziz et al., 1999).

29



Aziz et al. (1999) encontraron que de los siete clones de papa estudiados, sélo
en dos hubo produccion de plantas. Ademas observaron que en el primero se
formd una gran cantidad de tejido (callo/embriones) derivado de las anteras y
las plantas emergieron de estas estructuras; en tanto que en el segundo se di6

una tendencia a producir directamente plantas de las anteras.

Por otra parte, la frecuencia de sobrevivencia de los embriones depende del
estado de desarrollo. La mayoria de los embriones globulares no sobreviven,
mientras que la mayoria de los embriones bipolares sobreviven y se tornan
verdes. Una reduccion gradual de sacarosa ayuda a su sobrevivencia, aunque
no siempre es asi. En B. napus la sobrevivencia de embriones es mayor con

6% de sacarosa que con 2% (Keller, 1984)

3.15. METODOS CONVENCIONALES PARA LA PRODUCCION DE

HAPLOIDES

Existen algunas especies que son capaces de producir haploides de forma
espontanea, pero su frecuencia es muy baja (0.001 a 0.01%). Esto se originan
como resultado de partenogénesis o apomixis debido a la no fertilizacion

(Bhojwani y Razdan, 1989).

Se pueden emplear diferentes técnicas para inducir de manera artificial la
produccién de haploides, mediante ginogénesis que implica el desarrolio de la

oosfera sin fertilizaciéon como resultado de una polinizacién tardia o cuando el
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polen resulta inviable porque se ha irradiado o bien si el polen es extrafio, en el

caso de cruzas interespecificas.

Por otra parte, si el nucleo de la oosfera se elimina o se inactiva antes de la
fertilizacion se origina un haploide con la informacién del grano de polen.
También es posible realizar ciertos cruces interespecificos en donde se da la
fertilizacion pero poco después de que esto ocurre uno de los genomas se

elimina originandose un haploide por eliminacion del genoma.

Al respecto, se ha observado que en cruzas interespécificas entre tretaploides
de Hordeum vulgare y H. bulbosum todas sus plantas fueron dihaploides.
Estudios citologicos revelaron que en estas cruzas dobles la fertilizacion ocurre
normalmente pero la eliminacién selectiva de cromosomas de H. bulbosum se
presenta durante las primeras etapas de desarrollo del embrién hibrido, por lo
que este tiene sodlo cromosomas de H. vulgare. En estas condiciones el embrion
aborta 10 dias después de la polinizacién, por lo que es necesario aislarlos de

la planta y cultivarlos en medio sintético (Bhojwani y Razdan, 1989).

La eliminacién de los cromosomas es causada por que estos no pueden
completar su congregacion en metafase o su migraciéon para los polos en la
anafase. John (1983) encontré que la tasa de eliminacién de cromosomas en el
embrion se incremento en el tercer dia de su formacion, lo cual coincide con la

demanda de sintesis de proteinas. Ademas, observé que existe control genético
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sobre los mecanismos de eliminacion en el hibrido, en cebada esta controlado

por los cromosomas 2 y 3.

De igual forma, el uso de, tratamientos quimicos como la aplicacion de
reguladores de crecimiento, de azul de tolueno, hidracida maléica, 6xido nitroso,
cloranfenicol entre otros, o el choque térmico con bajas o altas temperaturas y
la irradiacion con rayos X o ultravioleta, pueden generar haploides (Pierik,

1990).

3.16. OBTENCION DE HAPLOIDES in vitro

Los haploides pueden generarse a partir de células gametofiticas masculinas o
femeninas; a través del cultivo de anteras, microesporas, polen, asi como de
ovarios, 6vulos o bien a partir del cultivo de embriones inmaduros que se
forman cuando no hay fertilizacion y que en condiciones naturales
generalmente abortan. Cabe mencionar que la mayor parte de plantas
haploides que se han obtenido in vitro han sido a partir del cultivo de anteras

(Pierik, 1990).

3.17. IMPORTANCIA DE LA PRODUCCION in vitro DE HAPLOIDES Y SU

APLICACION EN EL MEJORAMIENTO GENETICO

Las plantas haploides tienen un sélo juego de cromosomas y son estériles; sin

embargo, si se duplica su nimero cromosémico mediante la aplicacion de
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algunos quimicos como colchicina pueden ser fértiles, y lo mas importante,
isogénicos, es decir, todos sus loci serdn homocigotos, produciendo una

descendencia uniforme ya que ninguno de sus genes segrega (Pierik, 1990).

La obtencion de lineas con alta homocigosis es una fase critica del
mejoramiento genético para el desarrollo de cultivares en diversas especies, su
importancia radica en su utilizacion como progenitores para la obtencion de

semilla hibrida (F1) que en principio debe ser homogénea (Dodds, 1985).

Tradicionalmente, los fitomejoradores obtienen lineas puras por
autofecundacion; no obstante, es un proceso que implica mucho tiempo, de 6 a
7 ciclos o generaciones, y labor intensiva pues se requiere de polinizacion
manual, mientras que a partir de cultivo de anteras es posible producir
haploides y conseguir la homocigosidad (por posterior duplicacion
cromosoémica) hasta en un afo, haciendo el mejoramiento genético mas rapido

(Farnham, 1998).

La segregacién genética se elimina en el caso de los homocigotos, pues no
aparecen los genes recesivos enmascarados por los dominantes. La produccion
de lineas homocigotas resulta especialmente importante en plantas

incompatibles (Dodds, 1985).

La homocigosis asi obtenida es ain mas importante en plantas que presentan

una fase juvenil muy larga, como en arboles frutales o forestales, porque
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conseguirla de manera natural es un proceso extremadamente largo. En el caso
de plantas que son normalmente poliploides, resulta muy util trabajar con un
nivel de ploidia mas bajo, ya que el estudio de la herencia y la combinacion de

caracteres deseables resulta mas facil (Pierik, 1990).

Asimismo, los monoploides poseen la ventaja para el mejorador de distinguir
de forma inmediata las mutaciones recesivas, por lo que si se dispone de una
gran cantidad de haploides la induccién de mutaciones y su seleccion se hace
posible a gran escala, de esta forma se puede hacer selecciéon de material
resistente a fitotoxinas o condiciones desfavorables, por ejemplo (Dunwell,

1985).

Por otro lado, en fusion de protoplastos también resulta ventajoso trabajar con
haploides para la hibridacién somatica, porque se obtendrian individuos con

numeros cromosomicos iguales a los progenitores (Sopory y Bajaj, 1987).

De igual manera, genotipos complejos se fijan en plantas completamente
homocigoéticas obtenidas a través de diploidizacién de haploides, lo cual es muy
importante en cuanto a caracteristicas de baja heredabilidad condicionadas por
interacciones génicas complejas. Los materiales isogénicos tienen un vigor
reducido comparado con plantas heterocigéticas; sin embargo, se caracterizan

por la ausencia de todos los genes letales (Dunwell, 1985).
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Los dobles haploides pueden utilizarse para detectar linajes e interacciones
génicas, de tal forma que pueden obtenerse varianzas genotipicas y el numero
de genes que afectan caracteres cuantitativos, asi como ligamiento de genes

(Dunwell, 1991).

La técnica de cultivo de anteras también ha permitido seleccionar lineas
endogamicas con altos contenidos de alcaloides asi como variedades
resistentes a enfermedades o simplemente nuevas variedades (Sonino et al.,

1989).

A pesar de que se ha logrado un progreso considerable en cultivo de anteras, la
principal dificultad es que se obtiene una baja frecuencia en la produccion de
haploides y sblo en pocas especies como arroz, cebada. trigo, papa y coliflor,
la frecuencia es suficientemente que permite su uso para la obtencion de

nuevas variedades (Dodds, 1985).

Es importante hacer notar que la obtenciéon de haploides, por si misma, no es
importante para los mejoradores, ya que éstos son estériles, por lo que es
precisa su duplicacién para conseguir la fertilidad. Por lo tanto, si se obtienen
homocigotos por duplicacion de cromosomas, no se debe considerar como una
meta definitiva, pues estos no son mas que el material para cruces posteriores

que produciran hibridos valiosos cualitativa y cuantitativamente.
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3.16. DETERMINACION DE PLOIDIA DE LAS PLANTAS REGENERADAS

Una de las desventajas o ventajas en las plantas obtenidas a partir del cultivo
de anteras en algunas especies es que las poblaciones resultantes contienen
una mezcla de ploidias: haploides, dihaploides o diploides, triplodes,
tetraploides, octaploides y aneuploides. Farnham (1998) al cultivar anteras de

brocoli obtuvo 12% de haploides, 55% dihaploides y 33% tetraploides.

Estas mezclas ocurren debido a la poliploidizacién espontanea y regular de los
embriones durante el cultivo o bien por el crecimiento o desarrolio de tejido
somatico como el filamento, tejido conectivo o pared de la antera, los cuales

estan influenciados igualmente por el medio.

En arroz, el filamento se desarrolla cuando se utilizan mas de 2 mgL'1 de
auxinas. Similar comportamiento se observé cuando se colocaron anteras viejas
y jovenes en altas concentraciones de citocininas. No obstante, en algunas
otras especies como cebada, nunca se observé produccion de callo somatico
(Wenzel y Foroughi-Wehr, 1984). Por tal razén, es necesario verificar el nivel de
ploidia de las plantas obtenidas antes de usarlas en programas de

mejoramiento.

En la actualidad se utilizan varias técnicas para determinar el numero
cromosémico de las plantas, pero no todos son adecuados para aquellas que

tienen cromosomas tan pequefios como la papa. Uno de los métodos mas
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usados y confiables es cuantificar los cromosomas en células somaticas y/o
sexuales. La determinaciéon del numero de cromosomas en células somaticas
de papa se realiza frecuentemente en las puntas de las raices, que son tejido

meristematico en crecimiento activo (Huaman, 1995).

Los cromosomas se cuentan con minima equivocacion en células en metafase;
sin embargo, la frecuencia de células en esta etapa es baja, por lo que para
incrementar su nimero e impedir que entren en anafase y al mismo tiempo
favorecer la contraccion de los mismo se requieren de tratamientos fisicos o
quimicos, como el uso de agua a 0°C, hidroxiquinoleina o alfa bromonaftaleno,

entre otros (Garcia, 1988).

Por otra parte, es posible distinguir a los haploides de los diploides en funcién
de sus caracteristicas del tallo, hojas y flores. En algunas especies, como chile,
los tallos son mucho mas delgados en los haploides y la longitud del entrenudo
es menor, lo que da la apariencia de roseta, las hojas son mas angostas y las
flores son aproximadamente una tercera parte del tamafio de las diploides. Esto
puede deberse a pocas células o a células mas pequefias en los tejidos

haploides (Morrison, 1987).
Farnham (1998) encontré una correlacion positiva entre longitud de células

guarda en la epidermis de la hoja con el nivel de ploidia, obteniendo

aproximadamente el 50% de plantas regeneradas haploides y 1% diploide.
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También la longitud de los estomas y el diametro de los granos de polen han
servido como parametros para determinar el nivel de ploidia, aunque Ruiz y
Larque (1990) consideran due en algunas especies no es un indicador

confiable.

En algunas ocasiones se puede tener una estimacion rapida del numero
cromosomico del material en estudio mediante la determinacion del numero de
cloroplastos en las células guarda, que al parecer tienen una relacion
directamente proporcional al nivel de ploidia (Huaman, 1995). De acuerdo a
Dunwell (1991) en papa los monohaploides tienen de 5 a 8 cloroplastos por
célula guarda, en tanto que los dihaploides tienen de 10 a 15 y los tetraploides

de 18 a 24.

Finalmente, en algunas ocasiones se recomienda determinar la ploidia
mediante electroforesis o a través de la cuantificacion de ADN de plantas y
raices por citrometria de flujo. Aziz et al. (1999) pudieron determinar el

porcentaje de monoploides de clones de papa mediante ésta técnica.
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IV. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se llevd a cabo en el laboratorio de Usos Multiples del

Departamento de Fitotecnia de la Universidad Autonoma Chapingo.

4.1. DETERMINACION DEL ESTADO DE DESARROLLO DE LAS CELULAS

MASCULINAS

Se colectdé una muestra de 100 botones florales de diferentes tamafios, de
clones avanzados de Solanum iopetalum sembrados bajo condiciones de

campo en Metepec, Toluca, Edo. de México.

De los botones colectados algunos se analizaron en fresco y otros se fijaron en
solucién farmer durante 24 h, después se transfirieron a una solucion de alcohol

al 70% por tiempo indefinido (Garcia, 1988), para su posterior analisis.

Se midieron algunas caracteristicas morfoldgicas del botén floral: longitud del
botén (LB); longitud de los sépalos, de la parte superior hasta donde inicia la
separacion de los mismos (LS); diametro del botdn (Dl); asi como el grado de
apertura del boton o constriccion (AP); la proporcion entre la longitud del botdn
y el diamentro del mismo (LBD) y entre la longitud del botén y la longitud del

sépalo (LBS). La variable AP fue cualitativa y se establecieron tres niveles en
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funcién del grado de constriccion del cuello que forman los sépalos: |

constriccion completa, Il constriccion ligera y Ill constriccion casi nula.

De cada botén se aislaron las anteras, las cuales se tifieron con acetocarmin

para identificar en el microscopio la etapa de desarrollo de las microesporas o

grano de polen. Las diferentes etapas de desarrollo se clasificaron de la

siguiente forma:

Etapal Células madres del polen (inicio de profase), células en metafase I,
anafase 1 y telofase 1.

Etapa Il: Células en metafase Il, anafase Il y telofase Il ( tetrada ).

Etapa lll: Células uninucleadas (previas a mitosis)

Etapa IV: Granos de polen.

Se realizd un andlisis de correlacion entre la etapa de desarrollo de las
microesporas y cada una de las caracteristicas morfolégicas del botén floral
determinadas, para indicar si existe alguna asociacién entre estos y determinar

los marcadores morfolégicos convenientes.
4.2. CULTIVO DE in vitro DE ANTERAS
Se cosecharon botones florales de apariencia semiovalada o alargada con

ligero grado de constriccién o apertura del caliz, por contener microesporas en

etapa uninucleada (de acuerdo a los resultados obtenidos en la primera parte).
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El experimento se dividié en dos etapas: etapa de induccion (desde el inicio del
cultivo hasta la formacion de callo a partir de las anteras) y etapa de

morfogénesis (a partir del callo formado hasta el desarrollo de raices y plantas).
4.3. ETAPA DE INDUCCION
4.3.1. Pretratamiento

Una vez seleccionados los botones se mantuvieron himedos y envueltos con
papel secante en el refrigerador a 4°C durante 48 y 96 h, con la finalidad de
determinar cual es el tiempo de pretratamiento adecuado. Algunos botones no

recibieron pretratamiento (testigo).
4.3.2. Desinfestacion

Al término de este periodo los botones se desinfestaron, para lo cual se lavaron
con una solucion de detergente y agua corriente, posteriormente se trataron con
una solucion de hipoclorito de sodio (cloralex al 6% de ingrediente activo) al
15% durante 20 minutos, al término de lo cual se enjuagaron con agua destilada
y esterilizada que contenia antioxidante (&cido citrico 150 mgL™, acido

ascorbico 100 mgL™" y L-cisteina 25 mgL™).

Posteriormente se aislaron las anteras de los botones florales en condiciones

asépticas, se elimino el filamento y se colocaron en el medio de cultivo.
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4.3.3. Medio de cultivo

En todas las pruebas se empled el medio basico MS (Murashige y Skoog,
1962), suplementado con tiamina 1.0 mgL™", mio-inositol 100 mgL™, acido
nicotinico 0.5 mgL™", piridoxina 0.5 mgL™, cisteina 50 mgL™, &cido ascorbico

200 mgL™, agar-agar 6.5 gL™ y pH 5.7 + 0.1.

Sacarosa: Con respecto a este compuesto, se adicion6é al medio en una
concentracion del 6%, pues se recomienda vemplear altas concentraciones al
inicio de la embriogénesis o callogénesis, porque inhibe la proliferacion de tejido
somatico y previene la lisis del polen en etapas tempranas de la division

(Maheshwari et al., 1982). Se empled azucar de mesa.

4.3.4. Carbon activado

Con la finalidad de determinar si la adicién de carbén activado incrementa la
repuesta de las anteras a formar callo, en los tratamientos donde hubo mayor
formacién de callo se realizd6 una segunda prueba donde se adicion6 este

compuesto al 0.2% de su concentracion.

4.3.5. Reguladores de crecimiento

Se utilizaron diferentes tratamientos adicionando al medio de cultivo AlA (acido

indolacético) y BA (bencilaminopurina), en concentraciones de 0.0, 0.2, 1.0, y
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0.0 1.0, 3.0 mgL™ respectivamente; tanto de manera individual como en sus

respectivas combinaciones.

4.4. ETAPA DE MORFOGENESIS

4.4.1. Medio de cultivo

Se empled medio basico MS suplementado con tiamina 1 mg L™, mio-inositol
100 mg L' sacarosa 20 g L™!, agar-agar 6.5 g L™, pH 5.7 + 0.1.

4.4.2. Carbén activado

Se empled al 0.2% de su concentracion en uno de los tratamientos.

4.4.3. Reguladores de crecimiento

Se utilizaron AlA, BA, 2,4-D y GAs en las combinaciones que se describen en el

cuadro 1.

Cuadro 1. Tratamientos para la etapa de morfogénesis

Tratamiento AlA BA 2,4-D GA3 Carbén
activado

Mg L™ (%)

1 0.00 0.00 0.0 0.0 0.0

2 0.00 2.00 0.0 0.0 0.0

3 0.00 0.20 1.8 0.0 0.0

4 0.00 0.00 1.5 0.0 0.0

5 0.00 0.00 0.0 0.1 0.0

6 0.05 0.05 0.0 0.1 0.0

7 0.00 0.00 1.5 0.0 0.2
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4.5. FASE DE INCUBACION

En el inicio del cultivo o etapa de induccion las anteras se mantuvieron sin
iluminacién, con una temperatura de 22-23°C durante la mafana y 26-28°C
durante la tarde. Una vez formados los callos se transfirieron a la luz, con una

intensidad luminica de 24.5 umols'm™ y un fotoperiodo de 16 horas.

En cada uno de los diferentes tratamientos se evalué:

e Grado de oscurecimiento de las anteras y del callo formado

e Tiempo que tard6 en iniciarse la callogénesis.

« Numero de anteras con desarrollo de callo (frecuencia de callogénesis)

e Cantidad de callo formado, al respecto se establecieron tres niveles: 1-poco
(de 0.1-0.5 cm de diametro aproximadamente), 2-medio (de 0.6-1.0 cm de
diametro) y 3-abundante (diametro mayor de 1.1cm).

 Textura del callo y color

¢ Numero de raices formadas y longitud.

e Numero de plantas completas desarrolladas

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

Etapa de induccién. Los diferentes experimentos se evaluaron mediante un
disefio completamente al azar con arreglo factorial 33, con 5 repeticiones por

tratamiento (27 tratamientos en total). Los factores fueron: tiempo de
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pretratamiento, AlA y BA, con tres niveles cada uno. La unidad experimental fue

un frasco con 10 anteras.

Etapa de morfogénesis. Se empled un disefio completamente al azar con seis

repeticiones por tratamiento (7 tratamientos), la unidad experimental fue un

frasco con cinco segmentos de callo.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. ESTADO DE DESARROLLO DE LA CELULA MASCULINA

De los botones florales cosechados se aislaron las anteras y se analizaron en el
microscopio, para observar las diferentes etapas de la microesporogénesis e

identificar la etapa de interes (uninucleada).

Las células madres no presentaron un nucleo bien definido, posiblemente
porque iniciaban la profase, aunque se observé claramente la calosa que rodea
la célula (Figura 1-a), y es evidente hasta la etapa de tetrada; en tanto que en
las células en etapa uninucleada se observé un nucleo bien definido y no
vacuolada (Figura 1-d). En los granos de polen, en el inicio de su desarrollo se
observd un nucleo definido, sin vacuolas aparentes, pero a diferencia de la
anterior la pared celular mostré pequefas invaginaciones caracteristicas de la
estructura externa del polen, las cuales a medida que se desarrolla se hacen
mas prominentes y esto es acompariado del crecimiento de vacuolas que le dan
finalmente una apariencia tipica (Figura 1-e y f). En cuanto a la etapa de tetrada
fue facil de identificar, resultando ser de tipo tetraédrico, que de acuerdo a

Curtis (1976) es la mas comun (Figura 1-b y c).
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Figura 1. Diferentes etapas de la microesporogénesis en Solanum iopetalum.
A)- Células madres del polen (inicio de profase). B)- Microesporas en tetrada.
C)- Microesporas en tetrada y en etapa uninucleada. D)- Microespora en etapa
uninucleada. E) y F)- Granos de polen.
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Con la finalidad de reconocer de manera practica la etapa uninucleada en los
botones florales, se tratdé de asociar algunas caracteristicas morfologicas de

éste con el estado de desarrollo de la microespora.

Como se observa en el Cuadro 2 (apéndice), todos los parametros morfoldgicos
estudiados tuvieron una correlacién con el estado de desarrollo de la
microespora altamente significativa, lo cual significa que las variables tienen un
grado de asociacion real; Sin embargo, sélo el diametro y apertura del botdn
floral tuvieron un coeficiente de correlacion (positivo) importante, es decir,
relativamente alto (0.7985 y 0.8003, respectivamente) y un intervalo del
coeficiente de correlacion poblacional de 0.69 > p > 0.85; por lo cual fue posible
utilizar ambas caracteristicas en S. iopetalum como indicadores para
seleccionar en un momento dado una etapa de desarrollo de interés, que en

este estudio fue uninucleada.

Asi, botones de didametros mayores y sin constriccién (apertura casi completa)
tuvieron granos de polen en su mayoria, lo cual se puedo interpretar como
botones de apariencia redonda; en tanto que botones de apariencia alargada o
semiovalada, con un ligero grado de constriccién o apertura, tuvieron células en

etapa uninucleada o de tetrada.

En cuanto a las otras caracteristicas evaluadas, no fue posible utilizarlas como

marcadores morfolégicos, pues no tuvieron un coeficiente de correlacion alto,
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es decir, su grado de asociacion es bajo, o que no permiti6¢ utilizarlos como
indicadores de la etapa de desalrrollo. Esto concuerda con lo expuesto con
Sunderland (1980) quien menciona que la correlacion entre apariencia del botén

y la etapa de desarrollo no siempre es absoluta.

Es importante mencionar, que en la mayoria de los estudios consideran la
longitud del botdn como un indicador adecuado de la etapa de desarrolio.
Rokka et al.(1996) por ejemplo, recomienda en papa utilizar botones de 4-7 mm
de longitud pues estos contienen microesporas en etapa uninucleada, mientras

que Shen y Veilleux (1995) utilizaron botones de 3-4 mm de longitud.

En este estudio la longitud no resulté ser un buen indicador de la etapa de
desarrollo (r=0.6286), es decir, se encontraron tanto botones pequefos (0.3-0.4
cm de longitud) como grandes (0.6 a 1.1 cm) de apariencia alargada y ligero
grado de constriccion, con microesporas en etapa uninucleada. Cabe
mencionar que en el establecimiento del cultivo se utilizaron de manera

indistinta.

Al respecto, en estudios posteriores se recomienda emplear preferentemente
botones grandes (0.60-1.0 cm de longitud) y de apariencia mencionada, porque
facilitan la manipulacién y por lo tanto reduce el dafio mecanico en las anteras.

Finalmente, se puede decir que en la mayoria de las preparaciones obtenidas

para determinar la etapa de desarrollo se observé de manera general, sincronia
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en un mismo botdn, en algunos casos se observaron células uninucleadas y en

tetrada.

Esto ultimo es de gran importancia, puede significar una gran diferencia en la
respuesta de las anteras. De acuerdo con Dunwell (1985) la microespora en
ambas etapas es susceptibles de desarrollar callo o embriones, sin embargo,
Sopory y Bajaj (1987) mencionan que los mejores resultados, en papa, se
obtuvieron al cultivar anteras con microesporas en etapa uninucleada y la
respuesta a embriogénesis disminuy6 cuando se cultivaron en etapa de tetrada

o binucleada

En tanto que Feng y Wolyn (1991) observaron en esparrago que la frecuencia
en la formacion de callo embriogénico y no embriogénico de anteras con
microesporas en etapa uninucleada tardia fue méas del doble que las cultivadas
en uninucleada media o binucleada temprana, y seis veces mayor que en

uninucleada temprana o binucleada tardia
5.2. ETAPA DE INDUCCION DE CALLOGENESIS EN LAS ANTERAS
5.2.1. PRETRATAMIENTO

5.2.1.1. Efecto del pretratamiento en el oscurecimiento de las anteras. El
grado de oscurecimiento de las anteras cultivadas es un aspecto de

importancia, porque refleja el metabolismo de la pared de la antera, que esta
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directamente relacionado con su viabilidad y subsecuente desarrollo

embriogénico o callogénico de la microespora.

El oscurecimiento se considerd como la aparicién de color marrén claro que fue
sustituyendo al color verde de las anteras, debido posiblemente a la oxidacion
de fenoles, pero que no implicd muerte del tejido, pues con estas caracteristicas
las anteras se mantuvieron viables y turgentes. Por otro lado, el
ennegrecimiento de las anteras, y consecuente deshidratacién, se considerd

como pérdida de viabilidad.

En el Cuadro 3 (apéndice), se muestra que los tiempos de pretratamiento con
(0, 48 y 96 h) tuvieron un efecto significativo en el oscurecimiento y
sobrevivencia de las anteras durante su cultivo. Al comparar las medias
(Cuadro 4), se pudo observar que a la décima semana del cultivo el tratamiento
que no recibio frio presentd un 49.3% de oxidacién, comparado con los que
recibieron 48 y 96 h de pretratamiento que fueron de 28.9 y 25.4%

respectivamente; es decir, disminuyd significativamente.

Cuadro 4. Comparacion de medias de Tukey del porcentaje de oscurecimiento
y sobrevivencia por efecto del tiempo de pretratamiento con 4°C.

Tiempo de No. de anteras Oscurecimiento Sobrevivencia
pretratamiento sembradas (%) (%)
(h)
0 450 49.3 a 69.1 a
48 450 289b 78.0a
96 450 254b 76.3 a
DMS 3.68 9.31

*En sentido vertical las medias con la misma letra no son significativamente

diferentes (a = 0.05).
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En cuanto al porcentaje de sobrevivencia, también fue mayor en el caso de los
tratamientos donde se aplico frio, con 48 y 96 h se obtuvo 78.0 y 76.3%
respectivamente; comparado con el 60.1% de los que no recibieron frio, aunque

en este caso las diferencias no fueron estadisticamente significativas.

La disminucion en el porcentaje de oxidacién asi como el aumento del
porcentaje de sobrevivencia de las anteras tratadas con frio, se debid
posiblemente a que las bajas temperaturas retrasan la senescencia de la pared
de la antera, ya que bajan la intensidad respiratoria y el consumo de

nutrimentos, aumentando la viabilidad de la misma (Chen, 1983).

Esto Gltimo es de gran importancia en el inicio del cultivo, debido a que al
parecer la pared de la antera induce la embriogénesis posiblemente aportando
nutrimentos, aminoacidos principalmente y/o factores de crecimiento para la

microespora (Maheshwari et al., 1982).

Cabe mencionar, que el grado de oscurecimiento que presentaron las anteras
no significa muerte del tejido, porque aun cuando éstas se tornaron de color

verde-marron claro, se mantuvieron viables y turgentes.
Asimismo, el oscurecimiento de las anteras en la mayoria de los tratamientos se

presentd desde los primeros dias de cultivo, lo cual pudo deberse en cierta

medida al dafio mecanico que se caus6 al momento de aislar las anteras del
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botén floral, lo que produce oxidacion del tejido e inicia la senescencia del

mismo (Nitsch, 1983).

Finalmente, se puede decir que el oscurecimiento no fue total en la antera a lo
largo del cultivo, es decir, no hubo ennegrecimiento seguido de deshidratacion,
posiblemente por la presencia de acido ascorbico y cisteina en el medio, que
funcionan como antioxidantes, pues de acuerdo con Tainen (1992) se ha
demostrado que estos evitan el oscurecimiento de la antera, incrementando la

respuesta a embriogénesis.

5.2.1.2. Efecto del pretratamiento en la formacion de callo. Las bajas
temperaturas (4°C) empleadas en el pretratamiento tuvieron un efecto
significativo en la respuesta de las anteras a la formacién de callo, como se

observa en el Cuadro 3 (apéndice).

Cuadro 5. Comparaciéon de medias de Tukey del porcentaje de anteras con
callo y cantidad de callo formado, por efecto del tiempo de pretratamiento.

Tiempo de No. de anteras anteras con Cantidad de
pretratamiento sembradas callo callo formado
(h) (%) |
0 450 0.100 a 0.080 a
48 450 3.833b 1.228 a
96 450 3.444 b 1.744 a
DMS 1.769 0.668

*En sentido vertical las medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (o = 0.05).

Sin embargo, al comparar las medias se observé que no hubo diferencias entre

los tratamientos con 48 y 96 h de frio, obteniendo 3.83 y 3.44% de anteras con
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callo respectivamente, en tanto que en el testigo (Ohrs de frio), la respuesta es
significativamente menor, 0.10%. Esto coincide con lo expresado por Aziz et al.,
(1999) quien encontr6 que pretratamientos con temperaturas de 4 y 5°C en
clones diploides de Solanum presentaron 34% de anteras con produccion de
callo o embriones comparado con el 16% de los que no recibieron

pretratramiento.

Lo anterior confirma que es necesario la aplicacién de bajas temperaturas a los
botones florales de S. iopetalum para estimular la formacién de callo. Por un
lado, porque posiblemente esto es lo que genera la desviacion del proceso
normal de divisién del polen (divisién asimétrica), dando lugar a dos nucleos
iguales los cuales pueden iniciar el desarrollo de callo o embriones (Bajaj et al.,
1977; Auge y Boccon-Gibod, 1986). Y por el otro, porque como ya se menciono
las bajas temperaturas aumentan la viabilidad de la pared de la antera, la cual
juega un papel importante en la induccion del esporofito en el desarrollo inicial
de la microespora, debido a que provee a ésta de metabolitos necesarios para

su desarrollo (Chen, 1983).

En cuanto al tiempo de respuesta, no hubo diferencias al emplear 48 o 96 h de
pretratamiento, en ambos casos las anteras iniciaron la formacién de callo en la
tercera semana aproximadamente y continué hasta la décima semana

(Figura 2).
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Esto es similar a lo obtenido por Aziz et al. (1999) en algunos clones de papa,
los cuales produjeron callo/embriones de la semana 5 a la 12. En tanto que
Shen y Veilleux (1995) reportaron haber obtenido embriones en algunos clones

diploides de papa después de seis semanas de cultivo.

pretratamiento
e pretratamiento
e pretratamiento

% de anteras callogénicas

LG .,

|
l
|

semanas L

Figura 2. Efecto del tiempo de pretratamiento (0,48 y 96 h) con frio (4°C) en la
respuesta de las anteras a la formaién de callo.
También se puedo ver que en la sexta semana el porcentaje de anteras que
formaron callo se incrementé en ambos casos, pero continué siendo mayor con
48h (5.33%) a diferencia del de 96 h (4.22%). Posteriormente el incremento de
anteras callogénicas fue minimo y se detuvo en la 10 semana, asi como el

crecimiento del callo.
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Esto Gltimo coincidié con el incremento de la temperatura de incubacion;
durante el periodo inicial del cultivo, la temperatura se mantuvo entre 24 y 28°C
durante el dia, pero a partir de la semana 10 aproximadamente, la temperatura
se elevod hasta 31-32°C. Al parecer estas temperaturas frenaron la formacion de
callo en las anteras, posiblemente porque las altas temperaturas afectan
drasticamente el metabolismo descontrolando los procesos de desarrollo y

crecimiento de las células.

Al respecto, Dunwell (1985) menciona que en la mayoria de las Solanaceas se
han obtenido buenos resultados empleando temperaturas en un rango de 25 a
30°C, temperaturas mayores disminuyen la posibilidad de andr_ogénesis o}

callogénesis.

Asimismo, se ha visto en algunas especies que las temperaturas altas son
necesarias para inducir la formaciéon de callo en periodos cortos, pues por
tiempo prolongado son negativas. Keller (1984) reporta que en Brassica son
necesarias temperaturas de 30-35°C en periodos de 1 a 3 dias o incluso 14
dias en el inicio del cultivo, posteriormente es necesario disminuir la

temperatura a 24°C para favorecer la formacion de callo.

En este aspecto coincide con Rokka et al. (1996) quien reporta que en uno de

los cinco clones de papa que estudio (Petra) obtuvo un aumento en la
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produccion de embriones sélo cuando disminuyo la temperatura de incubacion

de 28 a 24°C, después de cuatro semanas de incubaciéon

Aunque estadisticamente represente lo mismo en la respuesta de las anteras
emplear 48 o 96 h de frio, se puede ver que la media (Cuadro 5) es ligeramente
mayor con 48 h. Ademas, se observo que los botones después de cuatro dias
de almacenamiento se tornaron mas flacidos lo que dificultd el aislamiento de
las anteras y favorecié el dafio mecanico, incluso en la desinfestacion. Esto

hace pensar que es mas conveniente emplear 48 h. de pretratamiento

5.2.2. CARBON ACTIVADO

5.2.2.1. Efecto del cabén activado en el oscurecimiento de las anteras. En
el Cuadro 6 se muestran las diferencias en el porcentaje de oxidacion promedio
de las anteras tratadas con 0.2% de este compuesto. El testigo mostro el mayor
porcentaje (30.2%), comparado con en que contenia carbén activado (23.0%).
El efecto de este compuesto se esperaba, pues se considera que es capaz de
adsorber etileno o sustancias fenolicas, producidas por la pared de la antera,
asi como sustancias que resultan de la degradacion de la sacarosa por efecto
de la esterilizacion en autoclave, que incrementan la oxidacién del tejido

(Dodds, 1985; Nitsch, 1983)
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De igual forma, el porcentaje promedio de viabilidad de la antera fue simular en
ambos casos, lo que significa que el grado de oxidacion que presentaron las
anteras que no se trataron con carbén activado no es severo, al parecer la
adicién de este compuesto no fue determinante en la viabilidad.

Cuadro 6. Porcentajes de oscurecimiento y sobrevnvenma después de 10
semanas de iniciado el cultivo.

Carbon activado No. de anteras Oscurecimiento Sobrevivencia
(%) sembradas (%) (%)
0.0 250 30.2 77.3
0.2 250 23.0 80.7

5.2.2.2. Efecto del carbon activado en la callogénesis. De las anteras
sembradas en medio con carbén activado ninguna present6 desarrolio de callo
0 embriones.

Varios autores coinciden en mencionar que la adicion de carbdn activado al
medio de cultivo es benéfica e incluso en algunos casos necesaria para
incrementar la respuesta de las anteras a embriogénesis o callogénesis hasta
en un 50%, ya que disminuye la oxidacién e incrementa la viabilidad de la

antera (Bajaj et al., 1977; Rokka et al., 1996).

Sin embargo, de acuerdo a lo obtenido, es posible que no sea conveniente
adicionar este compuesto al medio en el inicio del cultivo, pues de acuerdo con
Sevenier y Cumans (1996) la produccién de etileno (que favorece la oxidacion)
por las anteras principalmente en etapas tempranas, estimula la division de la
microespora originando callo o embriones, pero una vez que se forman su

desarrollo se ve inhibido por el etileno.
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Cabe sefialar que las anteras que produjeron callo fueron de color verde-marrén
claro; es decir, con cierto grado de oxidacion. Esto indica que posiblemente el
etileno y fenoles producidos por la pared de la antera en etapas tempranas de
la incubacién favorecieron el desarrollo callogénico en la antera. Lo anterior
puede explicar porque en los tratamientos con carbén activado las anteras no
generaron callo o embriones, ain cuando se mantuvieron viables y en su

mayoria de color verde claro durante el cultivo.

5.2.3. REGULADORES DE CRECIMIENTO

Cuadro 7. Comparacién de medias de Tukey del porcentaje de
oscurecimiento por efecto de los reguladores de crecimiento.

Porcentaje de oscurecimiento

Concentracién AlA BA
(mgL™")
0.0 325 a 30.9 a
0.2 250 b
1.0 238 b 26.4 ab
3.0 242 b
DMS 5.394 5.394

En sentido vertical, las medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (o = 0.05). :

5.2.3.1. Efecto del AIA y BA en el oscurecimiento de las anteras. En el
cuadro 3 (apéndice), se puede observar que tanto el AIA como el BA influyeron
significativamente en el oscurecimiento de las anteras y al analizar la
comparacién de medias, en el caso de AIA (Cuadro 7) se vio que en

concentraciones de 0.2y 1.0 mgL’1 en el medio de cultivo, tuvo efectos similares
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en el porcentaje de oxidacion y en ambos casos fue significativamente menor

(25.0 y 23.8% respectivamente), en comparaciéon con el testigo (32.5%).

En cuanto a BA también hubo diferencias significativas. Al comparar las medias
se ve que sblo cuando se empled 3.0 mgL™" de éste compuesto, se disminuyd
significativamente el oscurecimiento en las anteras (24.2%) comparado con el

(30.9%) del testigo.

Lo anterior muestra claramente que ambos reguladores de crecimiento
favorecen la disminucién de oxidacion de las anteras, esto pudo deberse a que
éstos mantiene la viabilidad de la pared de la antera facilitando la absorcioén de

nutrimentos (Jing-li et al., 1983).

5.2.3.2. Influencia del AIA y BA en la formacion de callo. Se evalu6 el efecto
de diferentes concentraciones de AlA (0.0, 0.2y 1.0 mg L™ y BA (0.0, 1.0y 3.0

mgL™) y sus diferentes combinaciones.

En el Cuadro 3 (apéndice) se muestra que ambos reguladores de crecimiento
afectaron significativamente la respuesta de las anteras a formar callo.
Asimismo, se observa que la interaccion entre estos dos factores, asi como con

el pretratamiento, fue altamente significativa.
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Cuadro 8. Comparacion de medias de Tukey del porcentaje de anteras con
formacion de callo por efecto de reguladores de crecimiento.

Anteras con formacion de callo

(%)
Concentracién AlA BA
(mgL™)
0.0 0.17 b 0.58 b
0.2 417 a
1.0 6.58 a 8.83 a
3.0 150 b
DMS 2.592 2.592

En sentido vertical, las medias con la misma letra no son significativamente
diferentes (o = 0.05).
El Cuadro 8 muestra que se obtuvo mayor respuesta (6.58%) cuando se
emplearon concentraciones de 1 mg L™ de AIA y en el caso de BA de igual
forma (8.83%), esta concentracion super6 significativamente al testigo, lo que
concuerda con lo reportado por algunos autores que mencionan que

concentraciones de 1-2.5 mg L™ da mejores resultados.

Asi por ejemplo, Aziz et al. (1999) obtuvo mayor porcentaje de respuesta al
emplear medios con combinaciones de AIA y BA en concentraciones de 1y 1-
2.5 mg L respectivamente; mientras que Jin-li et al. (1983), en anteras de
trigo, al utilizar 1.2 mg L™ de AIA 'y 2.0 mg L™ de cinetina, encontrarén que se
incrementoé considerablemente la induccién de polen multicelular y subsecuente
desarrollo de embriones, que resultd cinco veces mayor que cuando no se

empled reguladores.

Por otra parte, en la Figura 3 se muestran claramente la interacciéon entre los

tres factores de estudio en la respuesta de las anteras a la formacion de callo;
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Figura 3. Interaccién de AlA, BA y tiempo de pretratamiento con frio (4°C), en
la respuesta de las anteras a la formacién de callo.
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es decir, el comportamiento de los tratamientos donde se aplicO BA, con
respecto a las diferentes concentraciones de AIA utilizadas, no se mantuvo

constante al cambiar los tiempos de pretratamiento.

Aismismo, se puedo observar en todos los casos, que en ausencia de ambos
reguladores de crecimiento no hay respuesta a la formacion de callo. Esto
concuerda con lo reportado por Kitzios et al. (1996) quienes reportaron que de
los cuatro cultivares de trigo utilizados ninguno tuvo respuesta en ausencia de

reguladores de crecimiento.

Cuando los reguladores se aplicaron de forma individual, la respuesta maxima
fue baja, de 1% con 1.0mgL de BA y de 2% con 1.0 mgL de AlA, misma que se
incrementd al emplear ambos reguladores de forma combinada, siempre que

hubiera pretratamiento con frio.

De lo anterior se resume que tanto los reguladores de crecimiento como el
pretratamiento con frio son necesarios para inducir la formacion de callo a partir

en las anteras.

Al comparar el porcentaje de anteras callogénicas obtenido con 0.0, 1.0 y 3.0
mg L de BA en los diferentes tiempos de pretratamiento, se puede apreciar
que en ausencia de BA (0.0 mgL™), sélo hubo respuesta cuando se combiné
con 0.2y 1.0 mg L™ de AIA y 48 h de pretratamiento, con una frecuencia de 1y

2% respectivamente.
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Al aplicar 1.0 mg L' de BA hay respuesta en los tres tiempos de
pretratamiento. En el primero (0 h) la respuesta fue muy baja (0.87%),
practicamente nula. Con 48h de pretratamiento y 1.0 mg L™ de AIA, se obtuvo
el porcentaje mas alto de callogénesis de todos los tratamientos (27.5%); en
tanto que con esta misma combinacion de reguladores y 96 h de

pretratamiento, la respuesta disminuy6 hasta el 2%.

Por otro lado, al emplear 1.0 mg L™ de BA + 0.2 mg L™ de AIA + 96 h de
pretratamiento se produjeron 19.5% de anteras callogénicas, lo cual fue
bastante aceptable, en contraste con el 3% obtenido al aplicar 48 h de

pretratamiento.

Finalmente, al adicionar 3.0 mg L' de BA al medio de cultivo se obtuvo
respuesta Unicamente al tratar las anteras con frio durante 96 h, encontrandose
que la frecuencia mas alta fue de 8% y se produjo al combinar estos factores

con 1.0 mgL™" de AIA.

La interaccién entre los tres factores fue altamente significativa (Cuadro 3,
apéndice) por lo que se puede decir, que los cambios observados en éstos, no
se atribuyen a efectos aleatorios. Esto se esperaba, pues se sabe que los
reguladores de crecimiento no actian de manera independiente y funcionan
mediante gradientes de concentracion, es decir, su funcion dependera de su

concentracion y la presencia de otros reguladores (Jankievish, 1986). Ademas,
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las bajas temperaturas de pretratamiento influyen de manera importante en la

induccion de callogénesis en la antera .

Lo anterior concuerda con los resultados obtenidos por Jing-li et al. (1983),
quienes demostraron que cuando las anteras de trigo son pretratadas a 3 y 5°C
por 72 h en medio liquido suplementado con 1.2 mg L" de AIAy 2 mg L
cinetina, se incrementd considerablemente la induccion de polen multicelular y
subsecuente desarrollo de embriones, que fue 5 veces mayor que en el medio
sin reguladores. De acuerdo a lo anterior, se pudo determinar finalmente cuales
fueron las mejores combinaciones de AlA, BA y tiempo de pretratamiento.

Cuadro 9. Tratamientos en los que se obtuvieron anteras con formacion de
callo.

tratamientos
PRET BA AlA No. de Oscureci- Tiempode Anteras e Cantidad

(h) (mgL™) (mgL") anteras miento respuesta  con callo de Callo
sembradas (%) (semanas) (%) formado
0.0 1.0 1.0 50 27.5 5 0.87 0.10
48 0.0 0.2 50 24.0 3 1.0 0.10
48 0.0 1.0 50 24.0 5 2.0 0.05
48 1.0 0.0 50 36.5 5 1.0 0.05
48 1.0 0.2 50 22.5 3 3.0 0.30
48 1.0 1.0 50 21.5 3 275  1.80
96 0.0 0.2 50 29.5 5 0.5 0.00
96 1.0 1.0 50 17.0 3 2.0 0.30
96 3.0 0.0 50 39.0 - 0.5 0.00
96 3.0 0.2 50 6.0 5 1.0 0.25
96 3.0 1.0 50 45 3 8.0 0.52
96 1.0 0.2 50 31.0 3 19.5 "1.80

PRET = Pretratamiento con 4°C
e 1-poco (de 0.1-0.5 cm de diametro aproximadamente), 2-medio (de 0.6-1.0
cm de diametro) y 3-abundante (diametro mayor de 1.1 cm).
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En el Cuadro 9 se observa que al emplear: 48 h de pretratamiento +1.0 mg L"
de AIA + 1.0 mgL™ de BA; 96 h de pretratamiento + 0.2 mg L™ de AIA + 1.0
mgL™ de BA y 96 h de pretratamiento + 1.0 mg L™ de AIA + 3.0 mg L' de BA,
se obtuvieron los mayores porcentajes de anteras callogénicas, 27.5, 19.5 y
8%, respectivamente. Asimismo, el primero y el segundo presentaron los
porcentajes mas altos de callo producido por antera de 0.6-1.0 cm de diametro

aproximadamente.

Con respecto al resto de las variables, en los tres tratamientos, el grado de
oscurecimiento no fue severo (4.5-31.0%), es pertinente sefialar que donde se
presenté menor oscurecimiento hubo menor respuesta a callogénesis, y en los
tres casos la respuesta de las anteras a formar callo se dio a las tres semanas

de iniciado el cultivo.

De lo anterior se deduce que estos tres tratamientos fueron los mejores y de
éstos el primero (1.0 mgL" de AIA, 1.0 mgL™" de BA 'y 48h de pretratamiento)
resultd ser el mas eficiente para la induccion y subsecuente produccion de callo

en anteras de S. lopetalum (Figura 4-C).

5.2.4. Caracteristicas del callo formado

Es importante mencionar que los callo se formaron en la mayoria de los casos a
partir de anteras de color verde-marrén, es decir, presentaban cierto grado de

oxidacion, pero estaban turgentes y viables.

66



Los callos formados fueron de color verde claro y de apariencia compacta. En
casi todos los tratamientos, en el inicio de la formacién del callo se observaron
estructuras similares a proembriones (Figura 4-A), pero posteriormente no se

observé desarrollo de embriones.

Es posible que estos interrumpieran su desarrollo y hayan quedado
enmascarados por el crecimiento del callo, pues de acuerdo con Wenzel y
Foroughi-Wehr (1984) algunos embriones muestran secundariamente formacion
de callo bajo la influencia de auxinas, las cuales son necesarias para la

induccion del desarrollo de la microespora.

Otro aspecto de gran importancia es que, al parecer, el callo se formo6 a partir
de las microesporas y no de la pared de la antera o filamento, ya que en todos
los casos en el inicio del proceso so observé una hidratacién de la antera y
posteriormente los I6bulos de la antera se abrieron y del interior se generd callo.
Una vez formado el callo, el tejido de la antera se fue ennegreciendo hasta
constituir tejido muerto, el cual al transplantar los callos se elimin6 (Figura 4-

ByD).

Lo anterior sugiere que existen altas posibilidades que el callo que se generard
a partir de anteras sea haploide o de otras ploidias pero con informacion
genética exclusivamente del microgameto y las plantas que se generen a partir

del callo seran de estas caracteristicas; sin embargo, no se corrobor6. Esto, se
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Figura 4. Formacion de callo a partir de anteras tratadas con frio (4°C) durante
48 h. A)- Desarrollo de proembriones en medio MS suplementado con 0.2 mg
L' de AIA + 1.0 mg L™ de BA. B) y D)- El tejido de la antera no participa en la
formacion de callo. C)- Formacién de callo en medio MS suplementado con 1.0

mg L de AIA + 1.0 mg L' de BA.
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menciona porque algunos autores como Rokka et al. (1996), mencionan que
cuando la plantas se generan a partir de callo puede haber alteraciones en los
procesos de divison y generarse diferentes ploidias por endoduplicacion, fusién

o0 endomitosis.

5.3. ETAPA DE MORFOGENESIS O REGENERACION DE RAICES Y

PLANTAS

Los callos formados a partir de anteras se trasplantaron a medios morfogénicos
con la finalidad de inducir la diferenciacion de raices, brotes y/o plantas
completas, pues no siempre los embriones o callos derivados de anteras
pueden desarrollarse en plantas, por lo que requieren de un medio de cultivo
adecuado, que generalmente implica una disminucién en la concentracion de

sacarosa, hasta un 2% (Maheshwari et al., 1982).

5.3.1. CARBON ACTIVADO

El analisis estadistico de esta segunda fase (Cuadro 10, apéndice), mostré
diferencias significativas en cuanto a los diferentes tratamientos, y al comparar
las medias (Cuadro 11, apéndice) se observa que todos los tratamientos sin
carbon activado presentan una media similar, donde la minima fue de 10.0% y
la méaxima de 18.75%, lo que en general se puede interpretar como un bajo
porcentaje de oxidacion, el cual se puede atribuir al dafio mecanico que se
causé en el momento del trasplante.
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En cuanto al tratamiento con carbén activado, se observa un alto porcentaje de
oxidacion (59.37), lo que se tradujo en pérdida de viabilidad. Esto contrasta
totalmente con lo esperado, pues este compuesto es capaz de adsorber fenoles
y etileno que se producen con frecuencia al hacer el corte del callo en el

trasplante, y por lo tanto evita la oxidacion (Nitsch, 1983; Dodds, 1985).

El alto grado de oxidacién pudo deberse a que el carbén empleado (LAITZ S.A.)
contiene altas concentraciones de potasio y algunas otras impurezas que
pudieron afectar el tejido, pues, si bien es cierto que los tejidos meristematicos
son ricos en potasio, es posible que altas concentraciones sea téxicas para el

callo por lo que frenaron su crecimiento (Sanchez y Escalante, 1988).

Por otro lado, este compuesto puede adsorber sustancias nutritivas y/o que
influyen en el desarrollo, como los reguladores de crecimiento cuando se
emplea en altas concentraciones, pero éste no fue el caso, pues la
concentracion utilizada en el medio fue de 0.2% que es la mas baja

recomendada (Bajaj y Reinert, 1977; Rokka et al., 1996).

5.3.2. REGULADORES DE CRECIMIENTO

Se evaluaron diferentes concentraciones de reguladores de crecimiento para

determinar su efecto en la organogénesis del callo formado. El analisis

estadistico (Cuadro 10, apéndice) indica que los reguladores empleados
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influyeron significativamente en la diferenciacién de raices a partir del callo

formado.

Al comparar las medias (Cuadro 11, apéndice), se observa que los
tratamientos: 0.2 mgL™ de BA + 1.5 mgL™" de 2,4-D; 1.5 mgL™" de 2,4-D; 0.1
mgL” de GAs; y 0.05 mgL™" de AIA + 0.05mgL™" de BA + 0.1mgL™ de GAs,
favorecieron el desarrollo de raices (Figura 5); pero no presentaron diferencias
significativas en la cantidad promedio de callos con desarrolio de raices (1.71,
1.63, 1.41 y 2.0 respectivamente), lo que corresponde al 34.0, 30.6, 28.34 y
40%, respectivamente, comparado con 0.043 (0.86%) del tratamiento con 2.0

mgL™" de BAy 0.0% del testigo.

Asimismo, el desarrollo de raices por callo fue estadisticamente igual en estos
tratamientos, de 3.38-5.41 (Cuadro 11), con longitudes promedio de 1.44 cm. a
2.84 cm, en tanto que el medio con 2mgL™ de BA sélo produjo en promedio

0.04 raices por callo.

La adicién de 2,4-D en concentraciones de 1.5mgL™ al medio solo o en
combinacion con 0.2mg L' de BA, favorecid significativamente el
enraizamiento, s6lo en cuanto al nimero de raices por callo (Cuadro 11), pero
no indujo la brotacién o formaciéon de plantas completas. Esto pudo deberse, a

que dicha concentracién posiblemente inhibe la formacién de brotes.
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Figura 5. Desarrollo de raices a partir de callo. A)-En medio MS suplementado
con 1.5 mg L' de 2,4-D + 0.2 mg L™ de BA. B)- En medio MS suplementado
con 0.1 mg L™ de GA; + 0.05 mg L de AIA + 0.05 mg L™ de BA. Los dos
primeros después de 3 semanas de cultivo. C)- En medio MS suplementado
con 1.5 mg L™ de 2,4-D después de 6 semanas de cultivo. D)- En el mismo
medio, después de 10 semanas de cultivo.
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Kintzios et al. (1996), al trabajar con cuatro cultivares de trigo, observo que la
induccién de brotes y raices se vio favorecido por bajas concentraciones de 2,4-
D (2 mg L) pero disminuyé cuando se emplearon 5 mg L™ de 2,4-D y concluye
que la proliferacién de brotes también puede ser afectada negativamente por la

aplicaciéon de auxinas en concentraciones altas durante la fase de induccion.

Por otro lado, en los tratamientos suplementados con 0.1 mg L™ de GA; y
0.1mgL" de GAs; + 0.5mgL” de BA + 0.5mgL" de AIA, fue posible la
regeneracioén de plantas completas, una planta en cada tratamiento, lo que
representa el 3.33%. Esto significa que el GAs, influye de manera importante en

la formacion tanto de raices como de plantas (Figura 6).

Lo anterior esta de acuerdo con lo mencionado por Moieni et al. (1996) quien
indica que el GA3 solo o en combinacién con 2,4-D tiene un efecto positivo en la
induccion de regeneracion de plantas en cultivares hexaploides de trigo, ya que
cerca del 80% de plantas haploides obtenidas fueron producidas de forma

directa en medios suplementados con este regulador de crecimiento.

De manera similar Uhrig (1985) una vez que obtiene embriones en anteras de
clones diploides de papa, los trasplanté a medio de Linsmaier y Skoog
suplementado con 0.1mgL™ GA; donde obtiene un considerable desarrollo de
plantas, entre 18.7 y 12.7 por 100 anteras, dependiendo del medio previo para

i

la induccién de embriones.
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Figura 6. Desarrollo de plantas a partir de callo. A)- En medio MS suplementado
con 0.1 mg L™ de GA3 + 0.05 mg L™ de AIA + 0.05 mg L™ de BA, después de 5
semanas de cultivo. B)- En En medio MS suplementado con 0.1 mg L™ de GAs,
después de 5 semanas de cultivo. Se observan embriones en la base . C)- La
misma planta después de 10 semanas de cultivo.
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El hecho de que en los tratamientos libres de reguladores de crecimiento, el
callo permanecié creciendo en pequefia proporcién y se mantuvo viable a lo
largo del estudio pero no se diferencié en raices, brotes o plantas, aunado a lo

anterior sugiere que los reguladores son necesarios para la organogénesis,
como lo demostraron Moieni et al. (1996), Sesek et al. (1996) y Kintzios et al.
(1996), en diferentes cultivares de trigo y Rokka et al. (1996) y Aziz et al. (1999)

en clones de papa.

En general se tuvo una baja produccion de plantas a partir de callo, 3.33%, sin
embargo, la frecuencia en la produccién de callo en los mejores tratamientos

fue de 19.5y 27.5%, la cual es bastante aceptable.

Sesek et al.,, (1996) menciona que la habilidad de regenerar plantas es un
indicador importante en la aplicabilidad del cultivo in vitro de anteras. Sin
embargo, el nimero de anteras que responden a la formacién de callo o
embriones, puede ser usado también como un indicador viable. En su escrito
indica que obtener de 3-4% de plantas regeneradas justifica el empleo de esta

técnica en el mejoramiento genético, al menos en trigo.

Tomando en cuenta lo anterior y considerando la repuesta obtenida, se puede
decir, que el cultivo de anteras si es susceptible de ser aplicado para la
obtencién de plantas haploides de S. iopetalum, ya que esta especie tiene un

gran valor genético que puede ser utilizado
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VI. CONCLUSIONES

De acuerdo al estudio realizado el marcador morfolégico del botén floral que
mas se asocia con la microespora en etapa uninucleada es la apariencia

semiovalada o alargada con ligero grado de constriccion o apertura del caliz.

El tiempo de pretratamiento, 48 y 96hrs, no presenté diferencias significativas
en la frecuencia de anteras con formacion de callo (3.83 y 3.44%
respectivamente). Sin embargo, las anteras se pudieron manipular con mayor

facilidad cuando se trataron con 48hrs de frio.

La adicion de carbén activado al medio de cultivo al 0.2% de su concentracion,
tuvo efectos negativos en la induccion de callogénesis asi como en la

morfogénesis, debido a que freno el desarrollo del callo.
El pretratamiento con 4°C asi como la adicién conjunta de AIA y BA al medio de
cultivo, fueron necesarios para inducir la respuesta de las anteras a la

formacion de callo.

La combinaciénes de reguladores de crecimiento y tiempo de pretratamiento

mas eficientes en la producciéon de anteras callogénicas fueron: 1.0 mgL™ de
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AIA + 1.0 mgL™ de BA y 48hrs de pretratamiento, y 0.2 mgL™" de AIA + 1.0
mgL™" de BA y 96hrs de pretratamiento con una frecuencia de 27.5 y 19.5%

respectivamente.

Se requirié de reguladores de crecimiento para estimular la formacion de raices

y plantas a partir del callo producido.

El 2,4-D en concentraciones de 1.5mgL™" sélo o en combinacién con 0.2mgL™

de BA estimulé la formacion sélo de raices en 30.6 y 34.0% respectivamente.

El GA; en concentraciones de 0.1mgL™ s6lo o en combinacién con 0.05mgL™
de AIA + 0.05mgL™" de BA, favorecié la formacion de plantas completas, con
una frecuencia de 3.33% en ambos casos y de raices en un 28.3 y 40%

respectivamente.

Solanum iopetalum tiene capacidad androgénica y de regeneracion de plantas

in vitro con una frecuencia maxima de 27.5 y 3.33% respectivamente.
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Cuadro 2. Coeficientes de correlacion de las caracteristicas morfoldgicas del

botdn floral.
Caracteristicas morfolégicas
LB DI LS AP LBD LBS

ED 0.6286 0.7985 0.5638 0.8003 0.5465 0.5599

o= 0.005 0.0001 0.005 0.0001 0.005 0.0001

p= 0.692p 0.69 >

> 0.85 p>0.85
DE = Estado de desarrollo
LB = Longitud del botén floral
DI = Diametro del boton
LS = Longitud del nivel de constriccion del botén al extremo superior
AP = Apertura o grado de constricciéon del botén
LBD = Diferencia entre la longitud del botén y el diametro del mismo
LBS = Diferencia entre la longitud del botén y la longitud del nivel de
constriccion al extremo superior

p = coeficiente de correlacién poblacional

Cadro 3. ANAVA: Disefio completamente al azar con arreglo factorial
(etapa de induccion de callo a partir de anteras).

variables de estudio

NOA NAC CAC
F.V. GL CM CM CM
TPT 1 11.377* ~ 4.136"* 0.9622**
BA 2 14.175* 24.536** 12.188**
AlA 2 26.875**  12.602** 5.655**

TPTxBA 2 34.219** 3.052* 0.808**
TPTXAIA 2 1.636 11.102% 4.009**
BAXAIA 4 11.050** 5.731* 2.877*

TPTXBAXAIA 4 43.052** 17.706** 5.990**

- 4% 2.98 3.63 0.439
Gy 25.05 17.48 20.66

* nivel de significancia de a= 0.05

** nivel de significancia de a= 0.01

NOA = Numero de anteras oscurecidas
NAC = Numero de anteras con callo

CAC = Cantidad de callo formado

TPT = Tiempo de pretratamiento con 4°C
X = Media del experimento

C.V. = Coeficiente de variaciéon
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Cuadro 10. ANAVA: Disefio completamente al azar (etapa de morfogénesis).
Variables de estudio

0SC CAC NRC NRA LRA
F.V. GL CM CM CM CM CM
Trat 6 180.9**  7.08** 16.43** 48.80** 0.67*
X 19.31 0.8557  0.9557 1.437 0.7685
C.V. 23.33 25.08 21.08 23.09 18.73

* nivel de significancia de a= 0.05

** nivel de significancia de o= 0.01

OSC = Porcentaje de oscurecimiento del callo

CAC = Cantidad de callo formado

NRC = Numero de callos (de cada 5 callos) que desarrollaron raices
NRA = Numero de raices formadas por callo

LRA = Longitud promedio de raices

X = Media del experimento

C.V. = Coeficiente de variacion

Cuadro 11. Comparacion de medias de Tukey de las variables de estudio en
la etapa de morfogénesis

Tratamientos Variables
AIA BA 24-D GA; OSC CAC NCR NRC LRA
(mgL™) (%)

0.00 0.00 0.00 0.00 10.00c  0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
0.00 2.00 0.00 0.00 10.43c 0.71b  0.04b  0.04b 0.73b
0.00 0.20 1.50 0.00 11.45¢ 1.25ab 1.71ab 3.41a 1.44ab
0.00 0.00 1.50 0.00 11.85¢c 1.19ab 1.53ab 2.98ab 0.83b
0.00 0.00 0.00 0.10 18.75b 1.25ab 1.41ab 2.25ab  2.54a
0.05 0.05 0.00 0.10 13.33bc  1.59a 2.00a 1.38ab 1.21ab
0.00 0.00 150 0.00' 59.37a 0.00b 0.00b 0.00b 0.00b
DMS 6.877 1.541 1.941 3.005 1.4825

*En sentido vertical las medias con la misma letra no son significativamente

diferentes (o = 0.05).

! tratamiento con carbén activado

OSC = Porcentaje de oscurecimiento del callo

CAC = Cantidad de callo formado

NCR = Numero de callos (de cada 5 callos) que desarrollaron raices
NRC = Numero de raices por callo

LRA = Longitud promedio de las raices
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