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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccion

Se ha previsto que las aplicaciones de la biotecnologia al mejoramiento de
las plantas daran lugar a pgoductos revolucionarios. Los beneficios més
inmediatos serin apllcactones que perféccionen las técnicas ya existentes y

que proporcionen apoyo a los programas de mejoramiento que estan
actualmente en marcha.

Las metodologfas disponibles para obtener cantidades considerables de
haploides duplicados permitirdn que el fitomejorador fije sistemas genéti-
cos de gametos individuales, que sean reducidos y féciles de evaluar en
cualquier: ‘etapa del proceso -de mejofamiento; se ‘obtendran asi-lineas
homocigéticas sin pasar por el proceso de endogamia normal.

Los métodos mds ampliamente usados para la creacién de haploides y
de haploides duplicados se valen de la hibridacién interespecifica o inter-
genérica, y del cultivo de esporas (masculinas o femeninas). La Figura 11.1
muestra diversas vias para lograr la haploidia y su relacioén con la alternan-
cia de generaciones gametofiticas y esporofiticas en las plantas superiores.
Los granos de polen de 1a papa silvestre (Solanum phureja), p. €j., contie-
nen sélo un nicleo generativo causado por una gametogénesis anormal;
después de la hibridacién interespecifica, con . tuberosum como hembra,
la fertilizacién doble no logra producirse, pero la célula del huevo de S.
tuberosum es inducida a formar embriones partenogénicamente (Figura
11.1), y por ello éstos serian haploides (Rowe, 1974). Esta via puede
seguirse también en otras especies poliploides.

Otro caso de inducci6n de haploides mediante hibridacién interespeci-
fica ocurre en la cebada (Kasha y Kao, 1970); después de polinizar a
Hordeum vulgare con H. bulbosum silvestre, ocurre un desarrollo anor-
mal de embriones que conduce a la eliminacién de los cromosomas de H.
bulbosum (Figura 11.1); es necesario cultivar in vitro los embriones para
producir plantas haploides. Esta via también se presenta en otras especies
de Hordeum y en Triticum spp. (Baenzinger et al., 1984).

Las células gametofiticas (microsporas o megasporas) se pueden indu-
cir, en el cultivo, a abandonar su curso ontogenético normal para seguir
una via esporofitica que conduzca a la formacién de esporofitos haploides.
El proceso se llama androgénesis cuando las microsporas originan
embriones y plantas (Figura 11.1), y ginegénesis cuando tiene lugar.en el
cultivo de 6vulos y de ovarios (Bosgoutrot y Hosemans, 1985). La andro-
génesis, obtenida mediante el cultivo de anteras, es la técnica méas‘amplia-
mente usada para la induecién de haploides'y ha demostrado tener gran
importancia para el fitomejoramiento. -
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Figura 11.1. Diversas rutas hacia la obtencién de la haploidia en plantas superiores, y su relacién con la alternacién de
generaciones gametofiticas y esporofiticas. (Los principales métodos para la obtencién de heterofitos
haploides emplean técnicas in vitro, como la androgénesis v la ginegénesis; otros procesos recurren a la
partenogénesis y a la eliminacién de cromosomas después de la hibridaci6n interespecifica o intergenérica.)
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Cultivo de Anteras

Mediante esta técnica, las anteras inmaduras que contienen polen en una
etapa especifica de desarrollo se colocan en medios donde el polen inma-
duro se divide para formar embriones o callo. Trasferidos éstos a medios
“deregeneracion, se forman plantas. En la mayori{a de los casos se producen
plantas haploides estériles, pero en algunas especies ocurre una duplica-
cién esponténea de los cromosomas en las etapas de desarrollo del calloy -
de regencracn{)n de la planta.

Desde que Guha y Maheshwari lo descubrieron en 1964, el cultivo de
anteras se ha extendldo a més de 150 especies (Dunwell, 1986). Sin
embargo, los intentos de mtegrar estatécnica con el mejoramiento préctico
se limitan a unos poquisimos eultivos econémicamente importantes, a
saber, arroz, cebada, trigo, papa, tabaco, colza oleaginosa, y mafz (Wenzel .
et al., 1985; Hu y Yang, 1986). Las limitaciones técnicas que afectan a

© muchas especies, como la renuencia a la regeneracion de plantas y los bajos
rendimientos de las plantas haploides, han ocasionado el lento desarrollo
del mejoramiento genético mediante el cultivo de anteras. En consecuen-.
cia, las condiciones que llevan a la haploidia en las “plantas cultlvadas""
importantes necesnan desarrollarse 0 mejorarse.

Condiciones que Afectan el Cultivo de Anteras
Genotipo de las plantas dbnantes

El genotipo es quizas el factor mas importante que afecta el cultivo de
anteras. La variabilidad en la respuesta al cultivo de anteras se ha hallado -
entre especies y dentro de ellas, y se hademostrado la heredabilidad de esta
respuesta (Wenzel y Uhrig, 1981). Dicha ‘capacidad para ¢l cultivo de
anteras’ es particularmente evidente en cultivares de arroz de los tipos
Japonica e Indica, de los cuales el primero es ms sensible que el tltimo
(Cuadro 11.1); asimismo, los genotipos invernales de B. napus dan una
respuesta ms fuerte a ese cultivo que los tipos de pnmavera (Keller etal,,
1987). ‘

Ademas de la capacidad genotipica general parael cultivo de anteras, se
han determinado, en la cebaday en el trigo, rasgos heredados independien-
temente respecto a componentes especificos de la androgénesis, como la
induccidén de callo y la regeneracién de plantitas (Wenzel et al., 1985; Lazar
et al., 1984). Se demostré que ambos rasgos eran altamente heredables, lo
que sugeria la posibilidad de obtener una ganancia rapida en la seleccion.
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Alblmsmo 5 :

Otra factor 1mportante, especlalmente en los cereales, es la' ocurrencia
de plaritas albinas procedentes de polen. Estas plantas representan hasta el
100% de algunas variedades de arroz; a menudo, pero no-siempre, las
variedades de arroz intensamente albinas se caracterizan también por una
alta regeneracion de la planta total (verdes mas albinas). Sin embargo, esta
correlacién no vale para los hibridos; en.un,conjunto. de 22 genotipos
hibridos de arroz de generacion F,, 1a relacién albina/ verde en las plantas
vari¢ de s6l9 0.7 hasta 11.0, y una relacion promedio de.4.1.5¢ obtuvo
plaquea.ndo 1200 anteras por cada.gepotipo!, Aunque no se hacompren-.
dido plcnamentq el fenémena.ichay pruebas de que ¢l albinismo estd
relacxonado gonla supresn’m del ADN de los: plésndos {DayyEllis, 1984) y
con dcﬁclenclas deL ARN. nbo,somal de los. plastidas (Chen, 1986a). El
Cuadro 11.1 mdma que s¢ puede esperar una respuesta altamente variable, :
en alguno§ cultwos, alainduccién del callq yala regeqeraclén de plantas
verglcs., e e o LTt e :

N

1. Ndﬂez V. M Comumcnclén personal.
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Enel arroz, una fuerte induccién de callo no se correlaciona necesaria-
mente con tasas altas de regeneracion de plantas verdes; por consiguiente,
la evaluacién del germoplasma por su respuesta al cultivo de anteras debe
considerar la induccién del callo y la regeneracion de plantas verdes
partiendo del niimero total de anteras plaqueadas.

Con frecuencia, la regeneracién de plantas en los hibridos F, es mayor
que el promedio de los valores del progenitor respecto a ese factor-en las
variedades progenitoras, y ademd4s muestra heterosis. En consecuencia,
usar plantas hibridas como donantes de anteras se considera un método
préctico para aumentar el nimero de plantas productoras de polen. Estas
relaciones se han demostrado en el arroz (Cuadro 11.2) y el trigo (Ouyang,
1986). L

Cuadro 11.2. Respuesta dada al cultivo de anteras por algunas variedades de arroz y por
sus hibridos F; obtenidos de cruzamientos simples y triples.

Progenitores Anteras Induccién Regeneracidn de
¢ hibridos plagueadas de callo plantas verdes -
‘ (mo) %) %)
IR 5 (9) : 318 -6 0.0
Tox 101045-1.1 (&) 478 24 - 50.0
F, (1/2) 1200 33 56.0
IR 43 (9) 287 19 7.6
IAC 25 (&) 257 35 0.0
F, 3/49) 1095 35 C o192
IAC 164 (@) 257 6 0.0
Monolaya (g') 362 .. 16 3.5
F, (5//3/6) ) B 1354 . 52 oL 11:5

FUENTE: Nifiez et al., 1987.

Fisiologia de las plantas donantes

El fotoperiodo, la intensidad de la luz, la temperatura y la nutricién
mineral de las plantas donantes influye en el rendimiento de los embriones
procedentes de microesporas y de las plantitas. La ocurrencia de dos
granos de polen motfolégica y funcionalmente diferenciados en las anteras
maduras —un fenémeno hallado originalmente en el tabaco y confirmado
luego en el trigo,la cebaday el arroz— se hiarelacionado conla formacién
in vitro de plantas haploides a partir de polen inmaduro (Haberle-Bors,
1985). Atendiendo a este dimorfismo del polen, s6lo el polen que carece de
la mayoria de sus elementos estructurales, que da tincién suave, y que es
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pequefio, serd idoneo para iniciar una ruta de desarrollo embriogénico. Se
cree que la frecuencia de dichos granos de polen (granos P) est4 predeter-
minada, antes del cultivo in vitro, es decir, al comienzo de la floracion, por
elestado de desarrollo de las plantas donantes. Después de lainduccidn, el
desarrollo y la magduracién de los granos P pueden ser afectados por el
genotipo y las condiciones del cultivo (Haberle-Bors, 1985). Por consi-
guiente, el control de las condiciones de crecimiento de las plantas donan-
tes —como el estrés de N, otros estreses nutricionales y ambientales, o los
tratamientos que conducen a la feminidad y a la esterilidad (p. ej., los
gametocidas)— pueden modificar la respuesta de genotipos recalcitrantes.
Este nuevo enfoque depende de la identificacién del dimorfismo del polen
en las especies de interés. :

Desarrollo del polen

Las pequefias diferencias en el desarrollo del polen darian lugar a
cambios notables en la produccién de plantas derivadas de polen (Dun-
well, 1986). La mejor respuesta se obtuvo cuando las anteras se cultivaron
en una etapa del desarrollo del polen comprendida entre la microespora
tardia y el polen temprano (Figura 11.2); como indica la figura, el punto de
divergencia hacia una via androgenética est4d marcado por la ocurrenciade
una divisién: mitdtica ecuacional de las microesporas.

Para controlar la androgénesis, es crucial la caracterizacién citolégica y
bioquimica de las etapas muy tempranas de la evolucién de los granos de
polen, a saber: la microesporogénesis, la ocurrencia de la divisién igual de
las microesporas, la formacién proembridnica, y el desarrollo de los
embriones.

Pretratamiento de las anteras

El tratamiento de las anteras con temperatura baja o alta, con choque
osmdtico, o con otros estimulos tiende a aumentar la produccién de
plantitas de polen. El tratamiento de las anteras, o de las paniculas, de
arrozcon 35 °Cdurante 10 a 15 minutos, seguido por un periodode 8 diasa
10 °C, aumenta la respuesta al cultivo de anteras; un efecto similar, no
obstante, se obtiene con un tratamiento de 10 °C durante 8 dias solamente.
El tratamiento de frio se ha relacionado con una disminucién en el albi-
nismo de los cereales, asi como con la estimulacién de la divisién mitdtica
ecuacional (Figura 11.2) de las microesporas androgenéticas (Ouyang,
1986).
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Figura 11. 2 Principales eventos cltoléglcos ocurtidos en la microesporogénesis y en la
androgénesis.Los" mecanismos de control del proceso se encuentran en
diferentes sitios marcados con (*): a) en la meiosis, paralogtar la determinacién
de los granos de, polen embriogénicos; b) entre las -etapas:.de la Gltima
mlcroespora yelpolen temprano, para obtener la etapa apropiada de polen que
responda al cultlvo in v1tro, c) cuando ocurren divisiones mitéticas en las
mlcroesporas, para lograr la iniciacién de’ proembnones y d) durante la
regeneravion deta planta d través de la orgahogénesisola embrlogénésls L1y
111 son las posibles vias que, segin: la especic de que se trate, puedentomar la
microspora tardia o el polen temprano para llegar a la via embriogénica o ala
organogénica.
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Cultivo de anteras...
Medio de cultivo

La técnica del cultivo de anteras en medio liquido desarrollada por

investigadores chinos (Chenet al., 1979) elevé enormemente el rendimien-
to de las plantas androgenéticas. Hay una correlacién entre el medio de
induccién de callo y la tasa de regeneracién de plantas en el arroz (Cuadro
11.3); un porcentaje mayor de regenéracién—con respecto al niimero de
anteras plaqueadas—se puede obtenet de los callos si éstos se inducen en
‘un medio liquido y no ¢n un medio semisélido. La adicién'de extracto de
papa al medio de induccion aument6 la produccién de plantas de polen
cuando ese medio era liquido; ademds, el tipo del agente gelatinizador del
mediode regeneraclén influyé en el rendimiento de las plantitas verdes En
el Capitulo 4se dlscuten los agentes gelatxmzadbres ‘

Cuadro 11.3. Respuesta del cultivo de anteras del hibrido de arroz Fyl ‘(IRVS/Bbt 50//
Colombia 1/Tox 1011) a dos medios de cultivo: liquido y agar. -

Medio de Medio de Anteras Induccién - Regeneracién de
regeneracién® induccién plaqueadas ‘decallo  “plantas verdes
de callo’’  ~ ' (no.) (%) %)
Medio 1 Liquido . . . 880 <019 : -11.4
- Agar (0.7%) . 824 T 4.1
Medio 2 Liquido o2 s 160
Agar (0.7%) 584 3 4.6

a. Medio 1: MS +1,1. mg/l de tiamina + 1-mg/1 de ANA + 2 mg/] de cinetina + sucrosa al 3%.
Medio 2: 1000 mg/lde KNO, + 100 mg/1 (NH,);SO, + 200 mg/1 de KH,PO, + 35 mg/1de KCl+
1.1 mg/1 de tiamiha+ 10" M Fe-EDTA (MS) + 1 mg/l de ANA + 3 mg/1 de-cinetina +

 sacarosa al 3% + extracto de papa a] 20%. :

FUENTE: Martinez et al., 1985,

Otros componentes de los medios de cultivo, p. ej. la sacarosa y los
reguladores del crecimiento, también desempefian un papel en la androgé-
nesis. Las condiciones osmoéticas que requieren las microesporas para
experimentar una divisién sostenida deben tenerse en cuenta. En general,
se requieren niveles mas altos de sacarosa para lainduccion del callo'y mas
bajos para la regeneracion de las plantas. La induccién del embri6n y del
callo requiérén generalmente, en el cultivo de anteras, una mayor concen-
tracién de auxina que la regeneracién de plantas.
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El Cultivo de Anteras Aplicado al Fitomejoramiento

El potencial que posee el cultivo de anteras surge de la constitucién
genética de las células del polen. Las células del polen de los hibridos F,
contienen la dotacién genética de las plantas paternas y las recombinacio-
nes esperadas segun las proporciones mendelianas. Estas células son
haploides y permiten por e¢llo al mejorador seleccionar eficazmente los
recombinantes deseables; ademds, una vez duplicadas esas células, se
establecen rdpidamente lineas homocigéticas. Alcanzar rapidamente la
homocigosidad constituye una de las aplicaciones més importantes del
_cultivo de anteras en el desarrollo de variedades nuevas porque, gracias a
¢, el tiempo, el espacio y los costos necesarios para desarrollar las lineas
‘verdaderamente mejoradas’ disminuirian considerablemente. Las lineas
homocigéticas (R,) manifestardn la variabilidad inherente a la generacién
F,, afiadiendo una ventaja: cada individuo habra fijado su genotipo y no
sufrird segregacion adicional.

Dado que en los haploides duplicados no hay dominancia —es decir, el
fenotipo equivale al genotipo— la eficiencia de la seleccién aumenta
cuando el mejoramiento se vale del cultivo de anteras. Si se consideran,
p. €j., tres genes dominantes, 1/8 de 1a poblacién de haploides duplicados
se seleccionaria fenotipicamente y cada individuo daria origen a plantas
‘verdaderamente mejoradas’, no se necesitaria entonces una evaluacién
adicional respecto a este caracter. Sin embargo, serd necesario cultivar
familias F, partiendo de la poblacién F, para separar las plantas verdade-
ramente mejoradas (1/64) de los individuos segregantes (Baenzinger et al.,
1984).

~ En cultivos de polinizacién cruzada, altamente heterocigéticos, la
haploidia es el camino para producir rdpidamente lineas homocig6ticas
verdaderas que podran utilizarse parala produccioén de cultivares hibridos
F,. Este uso de la haploidia puede dar excelentes resultados en plantas
sexualmente propagadas, como el maiz, y asexualmente propagadas,
como la yuca,

Variedades Obténidas mediante el Cultivo de Anteras

Como se indic6 antes, la produccién répida de plantas homocigoticas
diploides es la aplicacién més importante del cultivo de anteras al fitome-
joramiento. Este cultivo serd, por tanto, mas util en aquellas especies que
tengan ciclos de crecimiento largos o para aquellas condiciones en que los
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cultlvos de ciclo corto se desarrollen a la.tasa de s6lo un cultivo por afio.
Por e]emplo medlante el cult1v° de anteras se puede lograr la homomgom—
dadenarrozen7u 8 meses, mlentras que se requieren de 4 a 6 afios para
obtenerla con técmcas tradlclonales, y en el trigo invernal, el uso del
‘cultivo de anteras ahorra de 3 a 4 afios en el proceso de su me]oramlento
(Figura 11.3).

El cultivo de anteras de tabaco es el s1stema més avanzado para desarro-
,llar haplmdes duphcados se hahecho no obstante, considerable progreso
con a.lgunos ccreales, como el tngo la oebada y el arroz, 'En estos cuatro

Cruce de individuos deseables -~
AxBo A/B//C

Plantas F,
Plantas F, N
L——+{ Cultivo de a.ti}eras ]
"Plantas R,

‘Lineas de haploide doble' (R3)"

1 Seleccién

|

—— " Ensayos de campo

4________‘____-____|

Produccién comercial

———» 'Mejoramiento por cultivo de anteras: arroz, 8-9 meses; trigo de invierno, 3 afios.

-=——-> Mejoramiento convefiqional: arroz, 34 a.ﬁoé; trigo de invierno, 7 afios.

Flgura 11.3, La integracién del cultivo de anteras en un ésquema de fitomejoramiénto
permite alcanzar la homocigosidad en un tiémpo significativamente menor que
mediante la endogamla convencional. El tiempo ahorrado empleando ese
cultivo comprende desde la excisién de las anteras de las plantas F, hasta la
produccién de lineas homocigéticas (R,) para los ensayos.

FUENTE: CIAT, 1987; Petclino, 1987.
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~ne\ un haplmde duE]l;-

;'mteresante que Ia' gra" may
Chirla (Cuadro11.4). " "

Para producir la varledad de trlgo Florin en Francia?, p. e_]_.’, se. emplea-
»ron cerca de 50{,000" ante_r > fuerc

' e o plant: is ‘verdes’ ©
‘autodiploidesy 55 haplmdes) "be 41 haploxdes duplicados mduadds'por la
colchicina se seleccionaron 18 lineas R, en 1980, y después de cuatro afios
de pruebas de campo y de pruebas oficiales, se registraron, en 1985, dos
lineas como variedades. Asi pues, sélo pasaron siete afios entre el cruza-
miento F, inicial y el registro oficial como . variedades de estas lineas
procedentes del cultivo de anteras..

Cuadro 11.4. Cultivares mejorados mediante el cultivo de anteras.

Pomiann ahi e g : : !
Cultivo Nombre-del~ - - Pais que Afio de
cultivar libera liberacién

Tabaco Tan Yuh ! China 1974
Tan Yuh 2 China 1975

Tal'l Y,“h ’3’\‘ EE SRR 2 if'%,ina t1977

F-211* Japén 1975

NC-744* E.U. 1980

L MAFC* .. .ois . E.U. 1980

Arroz Xin Xion : China 1975
Hua Yy.1 = .. ... . China 1976

Hua Yu 2 ' China 1976

Tafene 1 : China 1980

Zong Hua. 2 .+ "China 1980

Zong Hua 8 China 1983

. Zong Hua 9 .. China .. 1983

Trigo o . Huapel . China . 1978
’ " Jinghua 1° 7 "China " s 1980

Florin Francia 1985

Mﬂ‘z . -China. . SRR . 1985

(,EU s 1970

. ’Cultiv’afen_con un haplonde dupllcado en su genea.logla )

2. De Buyser, J. Comunicacién personal. R PR ST R TY =1
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Inve‘stigaci(’)‘n en Cultivo de Anteras en el CIAT
Cultivo de anteras de arrbz

A excepcién del trabajo hecho en China (Zhenhua et al., 1987) donde
algunas variedades derivadas del cultivo de anteras fueron liberadas (Cua-
dro 11.4) y de las investigaciones colaborativas entre ¢l IRR1y Corea para

.desarrollar lineas tolerantes al frio (Zapata et.al., 1986), no se han hecho
muchos esfuerzos para desarrollar técnicas de cultivo. de anteras en yna
gran diversidad de germoplasma de arroz, ni para producir un gran
nimero de lineas autod1p101des con ¢l fin de emplearlas €n una estrategia
convenclonal de mejoramiento.’ : =

El trabajo hecho m1c1almente entre 1980 y 1981, con el cultlvo de
anteras de arroz en el CIAT se centr6 €n el desarrollo de metodologias
(CIAT, 1980; Narvéez, 1981). Luego, los esfuerzos colaborativos entre el
Programa de' Arroz y la-Unidad de Investigacion en: Biotecnologia del
CIAT sededicaron al desarrollo de una metodologia parala produccién en
gran escala de plantas derivadas’del cultivo de anteras (Nufiez, 1984;
Martinezet al., 1985;:CIAT, 1986a; CEAT, 1986b). El cultivo de anteras de
arroz se enfrenta a dos limitaciones principales: la respuesta al cultivo
depende del genotlpo yel ndmero de lantas regeneradas procedentes del
polen es bajo; por ello se ha prestado atenclén ala selecclén de introduc-
ciones de germoplasma que respondan al cultivo de anteras (CIAT, 1987).

Como se indic6 anterlormente es tiplca la gran variabilidad de las
accesiones de germoplasma de arroz; no obstante, los hibridos presentan,
en general, heteros1s en la reqpuesta al’ cultlvo de anteras. Asi, p. €j.,
mientras la 1nducc16n de callo de 24 vanedades fluctué entre 0% y35%,yla
regeneracion entre 0% y 7 6% (Martinez et al., 1985), los hibridos F,
obtenidos con algunas de estas variedades tenian de 30% a 40% de induc-
cioén y una regeneracién de plantas.de.11.5% a 36%(Cuadro 11.2). Usando
hibridos. F, de los genotipos de arroz con mejor respuesta al cultivo de
anteras, se puede obtener hasta un 8%en la regeneracu’)n de plantas verdes
(Cuadro 11.1). - >

Elntimero de granos de polen capaces de responder al cultivo'de anteras
depende también de la condici6n de los medios de cultivo. Dejar flotar las
anteras en un medio liquido, p. €j., resulté mejor que colocarlas en un
medio semis6lido; en aquél, mucho mds granos md1v1duales de polen
iniciaron la mitosis para formar callos.pequefios (Cuadro 11.3).

P
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Se obtiene mejor induccidn de callo en-¢l medio de papa: no sélo se
produjeron en €l mas callos, sino que el efecto se extendi6 hasta la regene-
racién de plantas, que fue alta en este medio de regeneracién (Cuadro
11.3). Mejores frecuencias de regeneracién se obtuvieron en €l medio
Murashige y Skoog (1962) complementado con é4cido naftalenacético y
cinetina (Martinez et al., 1985).

Con el propésito de aumentar la eficiencia del cultivo, se modificaron
ligeramente las técnicas de esterilizacién superficial, el plaqueado de las
‘anteras, el tamafio‘de la induccién, y las matrices de rcgeneracxén (CIAT,
1987). - ‘

A pesar de que se necesita un mayor esfuerzo para mejorar el cultivo de
anteras de arroz, esta técnica ofrece algunas ventajas importantes:

a. Latécnicapuederestringirse aloshibridos F, o F, cuya genealogia
contiene genotipos que responden alcultivo de anteras. Esta condi-
cién puede comprobarse-haciendo una preevaluacién del germo-
plasma por su respuesta-al-cultivo:de anteras. La clasificacién de
variedades segin esa respuesta permitird calcular el nimero de
anteras necesarias para obtener un hibrido F, dado.

b. Alrededor de un 50% de las plantas de arroz regeneradas son
~ haploides duplicados (autod1p101des) lo que excluye el uso de la
duplicacién artificial de cromosomas.

c. Losestudios de progeme sobre hibridos F, regenerados de polen
seflalan que la mayoria de las plantas regeneradas son umformes y
estables; esto significa que la ‘mayor parte de las plantas de arroz
diploides, obtenidas | por cultivo de anteras, son homocigotos que
provienen de mlcroesporas hap101des mediante la duplicacién
esponténea de los cromosomas (Chen, 1986b).

No hay informes sobrela ocurrencia de gametos sin reducir en arroz, ni
sobre la endoreduplicacion mit6tica de cromosomas de microespora; por
ello se puede suponer que la autodiploidizacién del arroz ocurre durante la
fase de regeneracién de callos in vitro. La presencia de otros niveles de
ploidia entre las plantas regeneradas, es decir, plantas haploides, triploi-
des, tetraploides y aneuplmdes apoyan esa presuncion.

Consideradas estas ventajas, se elaboré en el CIAT un protocolo préc-
tico para el mejoramiento de arroz mediante el cultivo de anteras (Figura
11.4). El proceso empieza con 100 plantas F, obtenidas por cruzamiento
que producirdn 100 lineas R, homocig6ticas en 7 u 8 meses; en 5 meses
mads, las lineas R, estaran listas para ser evaluadas en diversas 4reas
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FUENTES "CIAT, 1984; Reeves,; 1986; CIAT, 1987; CIAT, 1988.¢ PO
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objetivo de América Latina (Reeves, 1986). Para obtener los mismos

. resultados empleando métodos convencionales, se necesitarian por lo
meénos cuatro afios en regiones tropicales y de 8 a 10 afios en las condicio-
nes de las zonas templadas.

Los mejoradores y los agrébnomos del Programa de Arroz del CIAT
emplean el cultivo de anteras para acelerar el desarrollo de mejores varie-
dades de arroz destinadas a ciertas regiones de América Latina, como
América del Sur meridional, México tropical, y los suelos 4cidos de las
sabanas de Colombia y Brasil; en esas regiones s6lo se puede cultivar una
generacién por afio, y.se necesitarian aproximadamente 15 afios para
producir una variedad. (Reeves, 1986). El cultivo de anteras ofrece la
posibilidad de reducir este tiempo a aproximadamente cinco afios.

Hace tres afios, los mejoraddres'dé arroz del CIAT hicieron cruzamien-
tos triples (A x B = C; C x D) para combinar la tolerancia al frio del
germoplasma chileno con Ia alta calidad del grano de los materiales de
América del Norte. De 10 cruzamientos F,, se regeneraron mas de 1200
plantas verdes (R,) y se obtuvieron alrededor de 900 lineas R, (homocigé-
ticas) para la evaluacién del tipo de planta y de la calidad del grano. A
Chile se enviaron alrededor de 200 lineas R, para que las evaluaran en el
campo.

Recientemente, varias lineas de muy buena calidad de grano, tolerantes
al frio, y con otros rasgos agronémicos deseables fueron seleccionadas y
entregadas para que fueran multiplicadas y sometidas a ensayos adiciona-
les (CIAT, 1987). El Programa de Arroz del CIAT est4 abordando tam-
bién, valiéndose del cultivo de anteras, la produccién de mejores varieda-
des para otras 4reas de actuaci6n, asaber, Brasil meridional y los suelos de
sabana en que se cultiva arroz de secano. Los principales caracteres del
cultivo que interesan a los mejoradores de arroz en Brasil meridional son la
tolerancia al frio, 1a calidad del grano, el tipo de planta, y la tolerancia ala
toxicidad del hierro y a la piricularia; en los suelos de sabana la acidez, la
toxicidad del hierro, el virus de la hoja blanca (HBY), la piricularia, y el
tipo de planta son necesidades importantes del mejoramiento (CIAT,
1987).

Cultivo de anteras de yuca

Sehainiciado u)n"ctim".és‘tig‘acién en que colaboran el Programa de Yuca
y la Unidad de Investigacién en Biotecnologia del CIAT, con el fin de
desarrollar métodos parala produccion de haploides/ dihaploides en yuca.
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La yuca es una especie halopoliploide altamente heterocigética '(2n =4x
=36), y por €llo sufre de una fuerte depresién endogémica causada por la
autofecundacion. Es'casi imposible, por tanto, lograr en este c\xltlvo 1a
homoc1go$1dad por autofeclmdaclén contmua ‘

La prodwccxén de haplmdes o d1haploxdes de yuca medlante el cultivo de»,
anteras o de microesporas permitirfa alcanzar la homocigosidad répida-.
mente. Las lineas de yuca homocigéticas o hemicigéticas serfan altamente
deseables para obtener los siguientes resultados:

a. Laexpresién de alelos recesivos 10civos que podrian quedar ocul—
‘tos en un fondo genético s1empre heteroclgétlco

b. La expresaén de. alelos dlsfunclonales recesivos que . controlan la
cianogénesis; se cree que la falta del glucésido cianogénico linama- -
rina estd controlada por alelos recesivos, cuya expresién no gcurre
normalmente debido a la heterocxgomdad de la yuca.

c. El usode células de yuca haploxdes o dlhaplmdes para tratamlentos
mutagémcos con mutégenos fisicos o quimicos, que cambiarian la
expresion de rasgos simples tales como la cianogénesis, la calidad
proteimca, el contenido de vitamina A, y otros.

d. ' Laidentificacién d¢ marcadores moleculares genétlcos para levan-
tar mapas de genes.

e. Laexpresion del vigor hibrido de la semilla hibrida F, de Ia yuca
mediante el cruzamiento de lineas homoclgétlcas derivadas del
cultivo de anteras.

Tres enfoques de la haplmdia dela yuCa estan en estudio: la androgéne-
sis, la ginogénesis, y los cruzamientos 1nterespeciﬁcos € mtergenéncos ‘
(Figura 11.1), Tanto el efecto genotipxco como las condiciones del medio
de cultivo o del pretratamiento serdn Ob_]etO deestudio. La yucaes todavia.
un cultivo mexplorado en este aspecto, y requiere por €S0 una mvestaga—
cién exhaustiva sobre la biologfa de la flor ydel polen, y sobre la reaccién
de las microesporas a diversos componentes ‘del medio de cultivo y a otros
tratamientos fisxcos o mecamcos de las plantas donantes y delas anteras -

Haploides Duplicados dél Cultii'o de Anteras |

Estabilidad genética

La mayorfa de los haploxdes duphcados producen progenies homogé-
neas y se pueden usar, por tanto, para fines de mejoramiento. Lineas

287"




Cultivo de tejidos en la agricultura

estables, homocigéticas y diploides se obtienen mediante la duplicacién de
los cromosomas de células haploides. Sehan hecho, sin embargo, observa-
ciones sobre la inestabilidad de plantas derivadas de polen; dicha variabi-
lidad se ha llamado ‘variacién gametoclonal’ (Evans y Sharp, 1986). Ade-
mas de la variabilidad observada en el nivel de ploidia de las plantas
regeneradas de arroz, de trigo (Hu, 1986), y de papa (Wenzel, 1979), se ha
hallado segregacién en 10% a 12% de las plantas derivadas de polen; este
resultado se ha atribuido a fenémenos mutacionales o a anormalidades
cromosémicas estructurales, especialmente cuando los haploides duplica-
dos se han regenerado de hibridos F; mas que de hibridos F, (De Buyser y
Henry, 1986). Se acepta que alrededor de 90% de las plantas regeneradas
de arroz son genéticamente homocigéticas -debido aladuplicacién espon-
tdnea de los cromosomas de las células haploides; las plantas homocig6ti-
cas demuestran estabilidad total a medida que aumentan las generaciones
(Chen, 1986b).

Lasegregacion ocurrida en las plantas de arroz R, afect6 la fertilidad, la
morfologia (altura de la planta, densidad de espigas, forma del grano), yla
morfologia y la fertilidad juntas. Dicha segregacién estaba relacionada
con los siguientes fenémenos: a) la variacién en el nimero y la estructura
cromosémicos (euploidia, aneuploidia, quimeras, hibridos estructurales y
heteroploidia); b) el origen de las plantas, es decir, microesporas que no
son haploides; estas plantas serian entonces heterocigéticas; c) las muta-
ciones genéticas, que pueden ocurrir antes o después de la duplicacién
espontanea de las células haploides (Chen, 1986a); en el segundo caso, las
mutaciones serian heterocigéticas y, en consecuencia, segregarianenlaR,.

Elnivel en que debe realizarse la androgénesis dependera del sistema de
mejoramiento y de los objetivos de éste. Por lo tanto, si la variabilidad
introducida del material progenitor en la generacién F, es alta, el nimero
de plantas de haploides duplicados que deben probarse serd también alto.
Si el cultivo de anteras se lleva a cabo en plantas donantes F, 6 F;, el
mejorador tendria que usar menos plantas R, en esas pruebas, enrazén de
que al usar plantas F; como donantes, s6lo hay una oportunidad para la
recombinacién. El cultivo de anteras aplicado a lineas mas avanzadas (F5 6
F ¢) 0 a variedades establecidas permitiria la expresioén de la heterocigosi-
dad. residual. La liberacién de esta variabilidad debe distinguirse de la
variaciébn gametoclonal generada por el cultivo de tejidos.

Desempeiio agronémico

No se hallé diferencia entre los haploides duplicados de cebada y las
lineas homocigéticas desarrolladas por los métodos del pedigri y de la
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descendencia de una sola semilla (SSD, en inglés) respecto al rendimiento,
a la altura de la planta, y a la fecha de la floraci6n inicial. Los menores
rendimientos de las lineas dihaploides de tabaco, que Arcia et al. (1978)
consideraron como efecto de una pérdida de heterocigosidad residual, se
han atribuido a mutaciones ocasionales que ocurren durante el cultivo de
anteras (Baenzinger, 1984). En el trigo, el rendimiento de 12 lineas de
haploides duplicados superd el rendimiento promedio de los testigos, y el
de cuatro de ellas fue mejor que el del mejor testigo (De Buyser y Henry,
1986). :

Los mejoradores de arroz del CIAT han evaluado el rendimiento de
lineas R, y de lineas segregantes tradicionales (CIAT, 1988). Ninguna
diferencia significativa se hall6 entre el rendimiento de las lineas R, y el de
las lineas F, y F, de las cuales se obtuvieron esas lineas R,. De modo
similar, el rendimiento de 111 lineas obtenidas por el cultivo de anteras
(R, no fue significativamente diferente del de las nueve variedades usadas
como donantes de las anteras. o

e

Estos resultados indican que el cultivo de anteras no reduce el rendi-
miento; en consecuencia, es posible obtenér lineas de haploides duplicados
de alto rendimiento. El valor de los haploides dobles en mejoramiento
depender4, en grado considerable, de la potencialidad genética del cruza-
miento inicial y, en menor grado, de la técnica del cultivo de anteras; por
consiguiente, la eleccién de las plantas progenitoras para hacer los cruza-
mientos es critica para el comportamiento de los haploides duplicados.

El Futuro del Cultivo de Anteras

El cultivo de anteras seguir4 considerandose el método potencialmente
mas eficaz y accesible para crear plantas haploides. Si se quiere desarrollar
aiin més el cultivo de anteras como una técnica usual de mejoramiento, es
necesario abordar dos serias limitaciones que tiene cuando se aplica a
cultivos como el trigo, el arroz y la papa: su fuerte dependencia genotipica,
y el escaso nimero de plantas regeneradas. Se espera que las técnicas
moleculares modernas proporcionen valiosa informacién sobre la genética
de los caracteres relacionados con la respuesta al cultivo de anteras, y
faciliten asf el desarrollo de nuevas estrategias. Urge, ademas, lograr que el
cultivo de anteras sea accesible a otras espécies cultivadas importantes
como la yuca y el maiz. También se debe prestar atenciéon a estudios
comparativos del comportamiento tanto de lineas derivadas del cultivo de
anteras como de lineas convencionales.
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Atiniqué el logro de homocigosidad rdpida seguira siendo la ventaja
prmc1pal del cultivo de anteras, la homogeneidad y la estabilidad de los
haploides duplicados permitiran a los mejoradores hacer selecciones més
efectivas; especialmente respecto @ caractéres que experimeéntan mtensa-
mente el mﬂujo del a'mblente o la dommancm genétlca :

Otras ventajas del. cultlvo de anteras enel mejoramlento de CulthOS son j
éstas: - ; :

a. La obtencién de haplmdes dupllcados a partir de hibridos F, puede’
ser util para desarrollar variedades en forma fija en una estacién
cenitral, con el fiil'de distribuirlas en ambientes ecoléglcos muy
d1vers0s y de ensayarlas en ellos i ’ :

b. . El cultwo de anteras puede seruna fuente uul de vanacuSn gameto-
clonal para el mejoramiemto  intravarietal. - :
¢c. La 'pro"dilc'cié'n de lfneas homocigéticas en'especies altamente hete-
rocigéticas, con el propésito de producir lineas puras de diferente
.genotipo y de facilitar asi el uso de 1a heterosis de la semilla hibrida
'F, en cult;vos como la yuca y la papa. En. maiz los haplmdes‘:
duphcados de. plantas F, o F, pcrm,mrian fijar 1a capamdad de.
combinacién dentro delas farmllas y, por tanto, se podrlan eva.luar
_més cruzamientos..

d. Permitir la expresuSn e 1tient1ﬁcacxén ‘de alelos receswos

e. Las microesporas o células haplmdes se pueden usar para la induc-
cién de mutantes y para la seleccion de caracteres esporofiticos; los
mutantes se estabilizarfan mediante duphcamén cromosomal y se .
seleccionarfan segurel’ fénotlpo ‘observado. ~

f. La introgresion de genes de tipos de germoplasma distantes
mediante el restablecmuento delafertilidad de los haplmdes dupli-"
cados obtemdos de cruzamxentos ampllos de la F,.

g. Permitirlardpida mtroducmén de caracteres mtoplasmétlcos (e g,
citoplasmatic male sterility, CMS) en un fondo genético homocigé- -
tico; obtenertambién la- pur1ﬁcac16n de fneas de restauraclénde la.

-esterilidad masculma. , : Ex A

h. Emplear las mlcroesporas y las células haploides como receptores
. para la trasferencia de genes medlante la mlcromyecaén el co-
cultlvo, o la electroporamén

“i. Crear y dcrecentar reservas mtogenétlcas y cxtoplasmétlcas de los
principales cultivos. -
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