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Cultivo de tejidos en la agricultura

Introduccién

Los ultimos avances en el cultivo de anteras ofrecen nuevas posibilidades
para la aplicacién de esta técnica en los programas de fitomejoramiento.
Mediante el cultivo de anteras se han regenerado plantas haploides de
especies de los géneros Solanum (Irikura, 1975), Petunia (Sangwan y
Norreel, 1975), Hordeum (Foroughi-Wehr et al., 1976), Nicotiana (Naka-
mura e Itagaki, 1973) y Triticurm (Wei, 1982), entre otras.

En general, los cereales se caracterizan por una baja eficienciaen cuanto
a la produccién de callos y a la regeneracion de plantas verdes; el arroz
constituye un buen ejemplo de este hecho (Niizeki-et al., 1968; Guha-
Mukherjee, 1973; Chaleff et al., 1981). Hay varios factores que afectan el
cultivo de anteras y entre ellos se pueden mencionar: a) el estado de
desarrollo de los granos de polen; b) los tratamientos fisicos; y c) el medio
de cultivo.

El estado de desarrollo del polen en el momento de la inoculacién es
critico para la induccién de la androgénesis. En el arroz, 1a formacién de
embriones es posible si las anteras se cultivan cuando sus granos de polen
estdn en el estado uninucleado (temprano, medio o tard{o), pero ello no
ocurre cuando se cultivan granos binucleados; ademads, en este Gltimo caso
la mayoria de las plantas regeneradas son albinas (Chen, 1977; Sun, 1978).

Para mejorar la produccién de callos y la regeneracion de plantas se han
utilizado tratamientos fisicos tales como el estrés con frio (Nitsch, 1974;
Sunderland et al., 1979). Se ha estudiado el efecto del enfriamiento de las
paniculas antes del cultivo de anteras, sometiéndolas a diferentes tempera-
turas, y se ha obtenido una méxima inducci6én de callos con 10 a 14 dias a
13 °C (Genovesi et al., 1979). En anteras de arroz mantenidas a 10 °C
durante 4 a 8 dias, la induccion de callos fue del 10%, mientras que las
anteras no tratadas s6lo tuvieron un 2% de callos (Hu et al., 1978).

La composicién del medio de cultivo es otro factor importante en la
produccioén de callos y plantas de arroz a partir de granos de polen; al
omitir el agar en el medio de cultivo se obtuvo un aumento en la produc-
cién de plantas (Chu, 1978; Zapata et al., 1982). Con las anteras de
Nicotiana también se han encontrado diferencias en la respuesta al medio
liquido o semis6lido (Wernichke y Kohlenback, 1976).

En el presente capitulo se discutiran los resultados que el IRRI ha
obtenido Gltimamente en relacién con diferentes factores que incidenen la
capacidad formadora de callos y en la regeneracidon de plantas verdes a
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partir de anteras de arroz. Se emplearon dos variedades de arroz japdnica:
Taipei 309 y Giza 170.

Estudios Adelantados

Estado de desarrollo del polen

En el campo se recolectaron paniculas jévenes de la variedad Taipei 309
y se esterilizaron superficialmente con una solucién al 19% (v/v) de blan-
queador comercial (NaClO) durante 20 minutos; posteriormente las pani-
culas, o partes de ellas, se colocaron en cajas Petri (9 cm de diametro) con
agar al 1.5% (v/v).

Setomaron dos flores, una de la parte superior de la paniculay otrade la
parte inférior, y se fijaron durante 24 horas en 4cido acético glacial y etanol
95% en una proporcion 1:3;, mas 0.5% de cloruro férrico; luego las anteras
fijadas se colorearon con 2.0% de acetocarmin (2.0 g de carmin en 100 ml
de 4cido acético al 45%), con el objeto de determinar en el microscopio el
estado de desarrollo del polen. Las anteras que contenian granos de polen
en estado uninucleado medio a tardio, o binucleado temprano a medio, se
sembraron en los medios liquidos E-10 y G-4, a una densidad de 6 anteras
por ml del medio.!

Tanto las anteras que contenian polen uninucleado como las que tenian
polen binucleado produjeron callos, pero la produccién de callos fue
menor en este Ultimo estado (Cuadro 24.1); las anteras de la variedad

Cuadro 24.1. Eficiencia en la produccién de callos en la variedad
Taipei 309 a partir de anteras con granos de polen
uninucleados o binucleados, en dos medios de cultivo.

Estado del Medio  Anteras sembradas Callos producidos

polen usado? (no.) (no.)
Uninucleado E-10 700 6819
G-4 975 6136

Binucleado E-10 715 2639
G-4 325 1106

a. Ver Apéndice F.

1. Ver Apéndice F.

535



Cultivo de tejidos en la agricultura

Taipei 309 que contenian polen uninucleado produjeron dos o tres vetes
mas callos que aquellas en las cuales el polen se encontraba enla etapa de
desarrollo binucleado.

Cuando las cajas Petri se mantenian estacionarias, las anteras se divi-
dian longitudinalmente y formaban los proembriones; los callos formados
a partir de los proembriones individuales se sumergian en el medio de
cultivo. Estos resultados concuerdan con los de Chen (1977), quien encon-
tré en Oryza sativa var. Taiwan 5 un méximo de produccion de callos y
“regencracuﬁn de pIantas verdes cuando el polen se encontraba en laetapa
uninucleada tardia.

Tratamiento con frio

Se colocaron anteras en un medio liquido 0 semisglido y se sometierona
un tratamiento de frio, a 8 °C durante 0 a 8 dias. Posteriormente se
incubaron en cajas Petri bajo luz tenue a 25 t1°C.

La mayor induccién de callos se obtuvo de las anteras sometidas al
tratamiento con frio durante 8 dias (Cuadro 24.2), cuando se logré un
aumento en la produccién de callo de casi el 100% sobre el testigo.
También se obtuvo una alta eficiencia con las ahtepas tratadas durante 14
dias, pero en este caso aumentd el nimero dé plantas albinas que
regeneraron. ‘

El aumento en la produccion de callos niéd'iatfte'el tratamiento con frio
dé las anteras de arroz también ha sido demostrado por otros investigado-
tes (Chaleff et al., 1975; Genovesi et al., 1979; y Chaleff et al., 1981).

Cuadro 24.2. Efecto del tratamiento con frio (8 °C) en las anteras de
la variedad Taipei 309 sembradas en el medio semisé-

lido J-19.

Duracién- del Anteras Anteras-productoras  Eficiencia
tratamiento sembradas de callo

(dias) (no.) (no.) (%)
0 377 20 53
2 345 18 5.2
4 : 346 i4 4.0
8 348 36 10.3
12 325 16 4.9
14 337 30 8.9
16 325 17 52
18 329 25 7.6
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Probablemente, el frio retrasala senescencia de los tejidos somdticos de las
anteras, lo gue da como resultado un mayor porcentaje de granos v1ables
de polen y desencadena la 1nducc16n de proembriones.

Medlos para la induccién de callos -

En este estudio se usaron anteras de la vanedad Taipei 309 que tenian
polen en la etapa uninucleada tardia, empleando dos medios para la
induccién de callos: a) el medio J-19 que contiene los macronutrimentos,
los micronutrimentos y las vitaminas del medio B-5 (Gamborget al., 1968),
160 mg/litro de mioinositol, 1 mg/litro de ANA, 1 mg/litro de KIN,y 20 g/
litro de sacarosa, con pH ajustado a 5.6; b) el medio E-24 que tiene los
macronutrimentos, los micronutrimentos y las vitaminas del medio B-5,
con 160 mg/ litro de mioinositol, 1 mg/litro de 2,4-D, 0.5 mg/litro de AIA,
0.5 mg/litro de BAP, 20 g/ lltro de sacarosa, 5 g/litro de glucosa, y el pH
ajustado a 5.6.

Los medios se usaron tanto en forma liquida como semisé6lida, y para
solidificarlos se les afiadié 0.8% de agar; luego se esterilizaron en el
autoclave a 1.2 kg/cm?; durante 5 minutos. La densidad del cultivo fue de 6
anteras por mililitro. »

La produccion de callos resulté més eficiente en los medios liquidos que
en los semisélidos, tanto en‘el caso del E-24 como en el del J-19 (Cuadre
24.3); el aumento porcentual en el medio E-24 fue de 24 veces mas en el
medio liquido:respecto al semisélido,y de 15 veces masen el J-19. Aunque
la produccidn de callos de las anteras sembradas én los medios semisolidos
fue alta (Chen, 1977; Chaleff et al., 1981), el ntimero de granos de polen
activados para seguir la via de la androgénesis fue minimo, debido tal vez a
la competencia entre los granos de polen.

Cuadro 24.3. Produccién de callos de anteras de Taipei 309 en medio
semisélido y en medio liquido. .

Medio de Anteras Anteras productoras  Produccién
cultivo ‘ sembradas de callo de callo
(no.) =~ (no.) (%) (no.)
J-19
lquido 507 — — 1644
semiliquido 515 127 24.7 —
E-24
liquido 177 — — 1201
semisélido 384 87 227 —
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Mediante el uso de un medio liquido es posible reducir al minimo la
competencia entre los granos de polen en desarrollo, y se permite que el
callo formado dentro de la antera se sumerja en el medio de cultivo. El
medio liquido tiene ademas otras ventajas, como la de permitir una disper-
siéon més rapida de cualquier compuesto nocivo que produzcan los granos
de polen muertos, disminuyendo su efecto, y la de facilitar la entrada de los
nutrimentos (Wernicke y Kohlenback, 1976). Por otra parte, ¢l agar
comercial contiene contaminantes que pueden impedir el desarrollo del
polen (Chaleff et al., 1981).

Medios para la regeneracion de plantas

Se escogieron aleatoriamente callos de 1 mm de didmetro de las varie-
dades Taipei 309 y Giza 170 y se colocaron individualmente sobre papel
filtro Whatman no. 1 dispuesto en forma de M (en puente de papel); luego
se insertaron en tubos de ensayo que contenian medio liquido de
Murashige y Skoog (1962) con 30 g/litro de sacarosa, 1 mg/litrode ANAy
1 mg/litro de KIN; el pH era 5.8 (medio N-19).2 Los callos sembrados se
colocaron durante 4 semanas a 800 lux, 8 horas/dia.

Laregeneracion de plantas se observé en el sistema del puente de papel,
o cuando los callos se trasfirieron al mismo medio (N-19) solidificado con
0.8% (v/v) de agar durante 4 semanas. En la variedad Taipei 309, los callos
derivados de las anteras que se habian cultivado en el medio liquido E-24,
produjeron plantas verdes al sembrarlos en medio N-19 en un 46.7% de los
casos; los callos de anteras cultivadas en medio liquido J-19 regeneraron
plantas en un 31.0%.

La mayor eficiencia de regeneracién de plantas de los callos inducidos
con el medio E-24 se puede deber a la presenciade 2,4-D, el cual acelerala
produccion de brotes en el arroz al aumentar la sintesis de citocininas
(Inoue et al., 1979; Yao et al., 1981). Esta condicién puede producir una
relacién 6ptima auxina-citocinina, relacién que es necesaria parala induc-
cion de los brotes. Podria suceder que, en granos de polen seleccionados
por su capacidad para producir callos altamente embriogénicos, el 2,4-D
desencadenara esa produccion. Esto apoya la observacién de que en el
arroz los callos inducidos de anteras que se han cultivado en un medio con
2,4-D, y posteriormente se han sembrado en un medio sin reguladores del
crecimiento, tienen la capacidad para regenerar plantas (Woo y Su, 1975).

2. Ver Apéndice F.
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En otro experimento de regeneracién de plantas se cultivaron en el
medio liquido E-24 los callos derivad os de anteras de las variedades Taipei
309 y Giza 170; después se subcultivaron en el medio semisélido N-19. Se
observé que la respuesta de los genotipos es diferente; el niimero de plantas
regeneradas con la variedad Giza 170 fue casi el doble que con la variedad
Taipei 309 (Cuadro 24.4). Un estudio de Guha-Mukherjee (1973) hizo
hincapié en las diferencias que existen entre los genotipos de arroz con
respecto a su capacidad para producir callos o plantas; al utilizar el cultivo
de anteras se regeneraron 1000 plantas verdes de la variedad Taipei 309 y
600 de la variedad Giza 170; las plantas se originaron de partes individuales
del callo. En la mayoria de'los casos, un callo produce mas de un brote lo
que aumenta el numero total de plantas verdes produmdas

Cuadro 24.4. Producci6n de callos y regenerac16n de plantas verdes de las varledades de
arroz Ta.lpel 309 y Giza' 170.

Variedad Anteras Callos Callos sembrados Calloscon  Plantas verdes

sembradas producidos para regeneracion puntos verdes  producidas
(no.) (no.) (no.) (o) (W?* (no) (%)*

Taipei 309 415 729 31 11 36 38 122
Giza 170 316 874 38 26 68 70 ¢ 184

a. Con relacién al nimero de callos sembrados para la regeneracion de plantas (columna 4).

Obtencién de Diploides Homocigéticos
Determinaci6n de niveles de ploidia

De las plantas regeneradas en ¢l experimento descrito anteriormente se
tomaron muestras al azar y se recolectaron paniculas jévenes (cuando la
distancia de la auricula estaba entre 0 y 1 cm); las paniculas se fijaron, entre
las 10 a.m. y las 12 p.m., en una mezcla (3:1) de etanol:acido acético, con
0.5% (v/v) decloruro férrico, y se conservaron en etanol .al 70%. El niimero
cromosémico de las células madre del polen se determindé mediante el
frotis fresco de anteras coloreadas con 2% de acetqcagmin.

En la variedad Taipei 309, de 33 plantas regeneradas que se selecciona-
ron aleatoriamente 24 eran haploides, 8 diploides y 1 hipotetraploide; enla
variedad Giza 170, una muestra de 24 plantas presentaba 18 haploides, 5
diploides y | triploide.
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Tratamiento con colchicina

Es deseable obtener plantas diploides- homocigéticas. Las plantas
haploides de arroz son completamente estériles, tienen espiguillas més

pequefias y hojas més estrechas, y producen mas macollas que las plantas
diploides.

Con el fin de obtener diploides homocigéticos a partir de las plantas
haploides generadas en los trabajos anteriores, se cortaron tallos y raices
de 15y 5 cm respectivamente, a partir de la corona. Luego se sumergieron
en una solucion de colchicina preparada asi: se disolvi6 0.1 g de colchicina
en 2 ml de dimetilsulf 6x1do (DMSO), se afiadieron 4 gotas de Tween-20, y
se completd el volumen hasta 100 ml, con agua destilada.

Este tratamlento produjo dupllcamén de cromosomas en el 35% de las
plantas haploides. Actualmente las plantas regeneradas se estan culti-
vando y seleccionando de acuerdo con las variaciones en las caracteristicas
agronomicas que puedan presentar en el campo.
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