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OBTENCION DE PLANTAS HAPLOIDES DE
CULTIVARES ARGENTINOS DE TRIGO PAN
(Triticum aestivum L.) POR CULTIVO DE
ANTERAS Y CRUZAMIENTOS CON MAIZ

POLCI, P."; CONTI, V.2"; ALDAO HUMBLE, G.% MIRANDA, R.3;
ECHENIQUE, V.?

RESUMEN

La utilizacién de haploides duplicados, dihaploides o doblehaploides en un
programa de mejoramiento de trigo permite acortar el tiempo requerido para el
lanzamiento al mercado de un nuevo cultivar. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar dos metodologias de obtencién de haploides para su utilizacion en pro-
gramas de mejoramiento de trigos argentinos. La técnica de cultivo de anteras fue
utilizada en 24 genotipos y cultivares. Los mejores resultados se obtuvieron culti-
vando anteras de plantas creciendo en condiciones normales de campo y utilizan-
do frio como pretratamiento. Un promedio de 9,93% de las anteras cultivadas
generaron callos a partir de los cuales se obtuvieron plantas verdes y albinas (2,47
y 0,74% de las anteras cultivadas, respectivamente). Cinco lineas resultaron recalci-
trantes para la induccion de callo. Considerando solamente los genotipos
respondedores, con las micrésporas en estado uninucleado medio y en medio de
induccién liquido con 10% (p/v) de ficoll-400, 1,5 mg.I" de 2,4-D y 0,5 mg.I'" de
cinetina, suplementado con maltosa, se obtuvo una media de 9,2% de plantas
verdes. En cuanto a los cruzamientos intergenéricos, el 12,2% de un total de 26976
flores polinizadas produjeron embriones en un rango de 0,3 a 33,2%, dependien-
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do del genotipo y la fecha de corte de las espigas. El 19,6% de los embriones
cultivados, en promedio, desarrollaron en plantas verdes, con un maximo de 45,7%
en uno de los genotipos utilizados. El niUmero de plantas verdes producidas cada
100 flores polinizadas vario de 0 a 8%, con una media general de 2,4. Con este
tratamiento no se obtuvieron plantas albinas. También fue posible determinar el
periodo mas apropiado para la recoleccién de espigas, que abarcé desde que la
mitad de la espiga fue visible hasta la emergencia total. En ese periodo se obtuvie-
ron valores promedio de 7,15 embriones por espiga (22%) y 1,67 plantas por espi-
da (5,2%). Las diferencias entre los genotipos y las fechas de corte de las espigas en
relacion con la produccion de embriones y plantas fueron altamente significativas.
Comparando ambas técnicas y en funcion de la menor influencia del genotipo,
facilidad de aplicacién, ausencia de albinismo, rapidez y menores costos
involucrados, la técnica de trigo x maiz resulta mas conveniente para la obtencién
de haploides de trigo pan. No obstante, el cultivo de anteras podria incluirse en los
programas argentinos de mejoramiento de trigo pan, especialmente cuando los
genotipos mas respondedores se encuentren involucrados en los cruzamientos.

Palabras clave: doblehaploides, capacidad androgénica, trigo x maiz, rescate
de embriones, mejoramiento genético, biotecnologia.

ABSTRACT

HAPLOID PLANT PRODUCTION FROM ARGENTINIAN GENOTYPES OF
BREAD WHEAT (Triticum aestivum L.) THROUGH ANTHER CULTURE AND
INTERGENERIC CROSSES

Doubled haploids can be used to shorten the time needed for the release of a
new cultivar in wheat breeding programs. The aim of this work was to evaluate two
techniques of haploid production in order to include them into Argentinean wheat
breeding programs. Twenty-four cultivars and genotypes were tested for anther
culture response. The best results were obtained by culturing anthers of plants
growing under field conditions and using cold as a pretreatment. An average of
9.93% of the cultured anthers produced calli, from which green and albino plants
were recovered (2.47 and 0.74% of the cultured anthers, respectively). Five lines
were recalcitrant for callus induction. Considering only the responsive genotypes,
culturing anthers with microspores at medium uninucleate stage and using liquid
media with 10% (w/v) of Ficoll-400, 1.5 mg.I" of 2,4-D, 0.5 mg. I" of kinetine,
supplemented with maltose, the average of green plants obtained was 9.2%.
Concerning distant hybridization, from a total of 26976 pollinated florets, 12.2%
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produced embryos that ranged from 0.3 to 33.2% depending on the genotype and
spike harvesting date. An average of 19.6% of the embryos developed into green
plants, with a maximum of 45.7% in one of the genotypes utilized. The number of
green plants produced per 100 pollinated florets ranged from 0 to 8% with an
overall mean value of 2.4%. There was no evidence of albinism in the regenerated
plants. It was possible to determine the most suitable interval for the harvest of the
spikes, from the appearance of the half uncovered spike to its complete emergence.
In that period mean values of 22% (7.15 embryos per spike) and 5.2% (1.67 plants
per spike) were obtained. Differences among wheat genotypes and spike harvesting
date for embryo formation and plantlet production were highly significant. The
less genotype influence, easeness of application, absence of albinism, rapidness
and fewer costs involved make the wheat x maize hybridization technique more
convenient than anther culture for the production of haploids in our plant materials.
However, anther culture could also be included into Argentinean breeding
programs, especially when the more responsive genotypes are involved in the
crosses.

Key words: doubled haploids, androgenic capacity, wheat x maize, embryo
rescue, genetic improvement, biotechnology.

INTRODUCCION

El trigo es uno de los principales recursos econémicos de nuestro pais
y el mayor producto agricola a nivel mundial. El valor de la producciéon
triguera argentina representa mas de 1200 millones de délares y el mismo
podria incrementarse si se logra ofrecer al mercado, tanto interno como
externo, una variada gama de variedades que satisfagan las demandas
cada dia mas exigentes de los paises compradores y de los consumidores
locales. El mejoramiento genético de este cereal ha sido practicado por
cientos de anos y, si bien cada ano se liberan al mercado numerosas varie-
dades, éstas no persisten demasiado y los métodos tradicionales resultan
insuficientes para sortear los problemas al ritmo que requiere la produc-
cién mundial (Bajaj y Gosal, 1986).

El tiempo requerido para la obtencién de un nuevo cultivar de trigo
de ciclo invernal, a través de los métodos tradicionales, es de 10 anos
aproximadamente. Cualquier tecnologia que permita reducirlo redunda-
réd en grandes beneficios para los mejoradores (Baenziger y Schaeffer,
1983). Entre éstas, la biotecnologia se presenta como una alternativa atrac-
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tiva. Especificamente, los doblehaploides permiten reducir hasta en 5 afos
el tiempo necesario para la liberacion al mercado de una nueva variedad
de trigo, ya que evitan las sucesivas generaciones de autopolinizacién re-
queridas para lograr la homocigosis. Cuando se aplica esta técnica se
pueden obtener lineas homocigotas en sélo 8-9 meses, es decir, de 1 a 3
anos luego del cruzamiento inicial, dependiendo de la eleccion del mate-
rial de partida (F1, F2 o F3). Esto se traduce en una economia de dinero,
mano de obra y espacio en el campo experimental.

Los métodos mas utilizados en la actualidad para la obtencion de
doblehaploides son la hibridacion interespecifica e intergenérica y el cul-
tivo de anteras. La principal ventaja del cultivo de anteras es que, poten-
cialmente, cada micréspora puede dar origen a una planta (Bhojwani y
Razdan, 1996). La mayor desventaja es la elevada influencia del genotipo
sobre la capacidad androgénica. En trigo esta técnica ha sido utilizada
exitosamente, habiéndose informado e inscripto como variedades comer-
ciales muchos trigos doblehaploides que superaron en rendimiento y ap-
titud a los controles en los ensayos oficiales (Hu, 1986; De Buyser et al.,
1987; Sesek et al.,1994; Pauk et al., 1995). Sin embargo, su incorporacion
masiva a los planes convencionales de mejoramiento genético se ha visto
limitada por los porcentajes variables (1-12%) de anteras que resultan en
la regeneracion de plantas verdes (Sesek et al., 1994) y, si bien la
optimizacién de las condiciones para el cultivo de anteras ha mejorado la
eficiencia del método a través de los anos, es indispensable ajustar las
condiciones para adaptar la técnica a las necesidades locales en cada
situacion particular.

En cuanto a la hibridaciéon interespecifica, la alternativa mas apropia-
da es la utilizacién de cruzas intergenéricas utilizando maiz como
polinizador (Suenaga, 1994). Los 6vulos de trigo son fertilizados por el
polen del maiz y, como consecuencia de la eliminacion de los cromosomas
de maiz, dan origen a embriones haploides (Laurie y Bennett, 1986) que
son rescatados en un medio de cultivo apropiado (Laurie y Bennett, 1988).
Esta técnica es menos dependiente del genotipo que el cultivo de anteras
y mas eficiente en la obtencién de plantas que los cruzamientos con
Hordeum bulbosum o el cultivo de anteras (Suenaga et al., 1997).

El Unico antecedente de obtencidén de embriones y regeneracion de
plantas por cultivo de anteras para caracterizar variedades argentinas de
trigo corresponde a Ortiz et al. (1991). Si bien se ha intentado incorporar
la técnica como herramienta complementaria en planes de mejoramien-
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to, aun no se ha inscripto en nuestro pais ninguna variedad obtenida por
esta tecnologia. Esto probablemente se deba a la falta de informacion
acerca del potencial de respuesta de los genotipos utilizados en los blo-
ques de cruzamiento de las companias mejoradoras de trigo.

El objetivo de este trabajo fue optimizar una metodologia para la
obtencién de doblehaploides con el fin de ser incorporada como herra-
mienta complementaria en los programas de mejoramiento que se llevan
a cabo en el Criadero de Cereales de Invierno de la Asociacién de Coope-
rativas Argentinas (ACA) Coop. Ltd.

MATERIALES Y METODOS

Origen y condiciones de crecimiento de las plantas: todos los mate-
riales de trigo (Triticum aestivum L.) utilizados en este trabajo provie-
nen del Criadero de Cereales de Invierno de la Asociacién de Cooperati-
vas Argentinas Coop. Ltd. de Cabildo, provincia de Buenos Aires. Las plan-
tas utilizadas como donantes de anteras y embriones fueron cultivadas
en condiciones de campo durante la estacién normal de crecimiento de
trigo entre los anos 1998-2001. El suelo de la region es franco arenoso y
se realizaron dos fertilizaciones, una con fosfato diamonico (110 kg/ha) a
la siembra y otra con urea (85 kg/ha) en el periodo de macollaje.

Como donantes de polen para los cruzamientos se utilizaron tres
genotipos de maiz (Zea mays L.) de floracion temprana: Rodeo (Petoseed),
Champ (Asgrow) y P-3901 (Pioneer). Las plantas de maiz se cultivaron en
invernaculo, a 25°C, con riego y fertilizacion frecuente. A fin de acelerar el
periodo de antesis se incremento la intensidad luminica mediante la utili-
zacion de lamparas de luz mezcla OSRAM HWL de 500 W distribuidas
homogéneamente. A fin de sincronizar los momentos de floracion se rea-
lizaron dos siembras semanales de maiz durante todo el periodo de cre-
cimiento vegetativo del trigo.

Un ensayo preliminar sobre cultivo de anteras realizado a
contraestacion (siembra de verano) proveyé informacion adicional que
se incluye también en este trabajo.

Cultivo de Anteras:

a) Material vegetal: se utilizaron anteras provenientes de productos
de 7 cruzamientos (Gametos F,) de 10 familias segregantes F, y de 7

POLCI, P.; CONTI, V.; ALDAO HUMBLE, G.; MIRANDA, R.; ECHENIQUE, V. 155



RIA, 34 (3): 151-176, Diciembre 2005. INTA, Argentina

cultivares comerciales de trigo pan, que se detallan en la Tabla 1. Los
genotipos se seleccionaron de acuerdo a su valor agronémico y capaci-
dad androgénica. Esta fue establecida en base a la formula de cruzamien-
tos, observando la presencia de ancestros de conocida capacidad de res-
puesta al cultivo in vitro (Ortiz et al., 1991; Lashermes et al., 1991; Otani
y Shimada, 1995).

Tabla 1. Genotipos de trigo utilizados para el cultivo de anteras y la corres-
pondiente formula del cruzamiento.

Genotipo Férmula de cruzamiento

Cultivares
Buck Ombti (BOMB)CNO'S'/GLL/3/TOB/BMAN//BB/4/TZPP/SON64//TZPP*2/AN
Seri 82 (SE82) KVZ/BUHO//KAL/BB

Sonora 64 (SON64) YT54/N10B//2*Y54
Cooperacion Liquén 185.69/TACUARI INTA//COCA’S’
Cooperacion NahuelCONA'S’/NS87.94

CB-113 MV PALMA
CB-189 7G2324.94

F1

9061.98 BARR/CONA

9064.98 BOPA/4/F60314.76/ALDAN//TTM'S’/3/32.83
9075.98 KLCA/3/COBA’ S'/COCA'S'//BNDU
9106.98 NAHUEL/3/COBA/COCA’S'/KLCA

9247.98 685.87/SNB'S'// BCAT

9248.98 685.87/SNB'S’/3/PELON90//TX69A5092/...
F1-38.98 N/A.

F3

20623 DKBT/82.64//BCIM/3/CONA//YDS/MN721
20627

2062.96

21032 COMAI/4/9.72/BNAP//COCA’S’/3/BPAT
21037

2103.96

21521 9.72/BNAP//COCA’S'/3/BPAT/4/BOMB
21524

2152.96

21861 BOMB/4/9.72/BNAP//COCA’S'/3/BPAT
21862

21863

21866

2186.96

Nota: Las férmulas de los cruzamientos son de acuerdo a la nomenclatura de
CIMMYT. “..." significa férmula incompleta.
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b) Estadio de desarrollo de las micrésporas: La identificacion al mi-
croscopio se realizé a partir de una antera de una flor basal de una espi-
guilla ubicada en el centro de la espiga, a través de dos métodos: tincion
con orceina o sin tincion, que consistié en observaciones por contraste,
de las micrésporas obtenidas de media antera, suspendidas directamente
en agua destilada. La identificacidn se baso en la determinacién de la
posicion relativa del nucleo y la vacuola en relacién al poro, corroborada
por la observacion con orceina del estadio de las micrésporas aisladas de
la otra mitad de la antera. Las microsporas uninucleadas se hallaron en
anteras de 2,0 - 2,5 mm de longitud, de color verde claro, en espigas
embuchadas con el extremo superior a 1-2 cm de la ligula de la hoja
bandera.

El estadio de las micrésporas es un factor muy importante para lograr
respuesta androgénica. Por esta razén, se analizaron cada una de las espi-
gas a cultivar, 252 en total.

c) Preacondicionamiento de las espigas: una vez cortadas las espi-
gas se eliminaron las espiguillas superiores e inferiores. De las 10 espiguillas
centrales se conservaron solamente las dos flores basales. El resto fue
eliminado y las aristas fueron seccionadas a un centimetro de la insercion.
Esto facilitd en gran medida el aislamiento. La desinfeccidn consistié en
inmersion de las espigas en etanol al 70% por 1 minuto, seguida por 20
minutos en una solucién de hipoclorito de sodio comercial al 15% (60 gr/
L de cloro activo) con Tween 20 (1% v/v) y tres enjuagues con agua des-
tilada estéril.

d) Pretratamientos Térmicos: se llevaron a cabo dos tratamientos,
frio y calor. El primero consistié en el almacenamiento de las espigas a
4°C, en oscuridad, con los tallos sumergidos en agua corriente durante los
4 a 15 dias previos al cultivo in vitro de las anteras (Lazar et al., 1985).
Antes de la siembra de las anteras en el medio de cultivo se chequeaba el
estadio de éstas. El tratamiento de calor consistié en el cultivo de anteras
recién extraidas (en el mismo dia) a 32 °C, en oscuridad, durante 8 dias
(Hu et al., 1980).

e) Medios de cultivo: se utilizaron 4 medios de induccion, tres de ellos

liquidos, suplementados con Ficoll-400 al 10%: MN6mal (Chu et al., 1990),
W14mal (Otaniy Shimada, 1995) y P4 (Zhou et al., 1991). El cuarto medio
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fue P4, solidificado con 0,5% de agar (Konzak y Zhou, 1991). El medio de
regeneracion fue el 190-2 de Ponitka y Sluzarkiewicz-Jarzina (1996). Las
anteras de cada mitad de las espigas (30 anteras) se cultivaron sobre dos
diferentes medios de induccién estableciendo muestras apareadas a fin
de reducir la variabilidad para el analisis estadistico.

f) Condiciones de cultivo: los cultivos liquidos se llevaron a cabo uti-
lizando tubos de vidrio con 3 ml de medio de induccién. En el caso del
medio soélido se utilizaron cajas de Petri de 120 mm de didmetro. Las
anteras se cultivaron a 25°C en oscuridad hasta que se evidencié la pre-
sencia de estructuras embriogénicas. La regeneracién de plantas tuvo lu-
gar a 25°C con 16 horas de luz.

g) Aclimatacion: las plantulas haploides en estado de 1-4 hojas fue-
ron extraidas del medio de cultivo, contadas y transplantadas a recipien-
tes plasticos de 150 ml que contenian material inerte (perlita). Las mace-
tas fueron fertilizadas cada 15 dias con un fertilizante comercial (N-P-K
15-13-12, con microelementos). A fin de prevenir una muy rapida deshi-
dratacion las plantas fueron cubiertas con bolsas de polietileno que se
abrieron gradualmente hasta lograr la adaptacién completa a las condi-
ciones de invernaculo. Esto fue reemplazado luego por una cdmara de
crecimiento donde se colocaron las macetas a 6-8°C con un fotoperiodo
de 16: 8 h de luz: oscuridad. Luego de dos meses de crecer en estas
condiciones, las plantas haploides estuvieron listas para la duplicacion
cromosomica.

h) Analisis del nivel de ploidia: los apices radicales fueron pretratados
con colchicina al 0,05%, fijados en solucion de Clarke (3:1, etanol absolu-
to: acido acético) y mantenidos en etanol al 70% a 4°C. La tincion fue
realizada por el método de Feulgen luego de la hidrolisis en HCl 1N a
60°C durante 15 min. Se analizé una muestra al azar de 15 plantas.

i) Duplicacion cromosémica: las plantas que habian desarrollado su-
ficientes hojas y macollos fueron tomadas de la maceta, las raices fueron
lavadas y cortadas hasta dejarlas de un tamano de aproximadamente 3-
4 cm de longitud. Las plantas fueron entonces sumergidas hasta la base
de los macollos en una solucién de colchicina al 0,05% conteniendo 2% de
dimetil sulfoxido (Kisana et al., 1993). Este tratamiento se realiz6 duran-
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te 6 horas a temperatura ambiente, en condiciones de oscuridad, con
aireacion continua. Luego se lavaron las raices con agua corriente por
unos pocos minutos y fueron plantadas en tierra. Se colocaron por 14
dias en el cuarto de cultivo, luego de lo cual se transfirieron al invernaculo
y, una vez aclimatadas, al campo experimental.

j) Disefio experimental y analisis estadistico: |la habilidad para indu-
cir callos y regenerar plantas fue calculada como el nimero de callos
inducidos y plantulas haploides regeneradas (de 1-4 hojas) por cada 100
anteras cultivadas, respectivamente.

Para el analisis estadistico fueron considerados cuatro factores fijos:

- pretratamiento térmico, con 2 niveles, frio y calor,

- estado de desarrollo de las micrésporas, con 3 niveles, uninucleado

temprano, medio y tardio,

- medio de induccidén, con 4 niveles: P4 liquido, W14mal, MN6émal y P4

solido,

- genotipo.

Para analizar el efecto de los diferentes medios de cultivo y eliminar la
gran variabilidad existente entre las distintas espigas provenientes del
mismo genotipo, se realizé un diseno de muestras apareadas (Konzak y
Zhou, 1991). Este test consiste en la aplicacion de dos tratamientos (un
par de medios de cultivo) a cada unidad experimental (cada espiga, con
60 anteras seleccionadas para el cultivo in vitro). Cada espiga se dividid
en dos subunidades experimentales (constituidas por las 30 anteras de
cada lado de la espiga distica de trigo). Las unidades experimentales fue-
ron elegidas al azar. Los pares de medios de cultivo fueron elegidos arbi-
trariamente como: ‘P-4 lig’ vs. ‘W14mal’ y ‘MN6mal’ vs. ‘P-4 sol’.

Por otro lado, se analizaron aquellas muestras no apareadas, donde
cada tubo o caja de cultivo conteniendo 30 anteras constituyé una uni-
dad experimental. Se demostrd, a través de una tabla de contingencia
sometida a una prueba de Chi cuadrado (test de homogeneidad), que
cada uno de los tratamientos contd con igual nimero de tubos y cajas
conteniendo los cuatro medios de cultivo (Anexo A).

Para el analisis de los factores pretratamiento térmico y estadio de las
microsporas se realizaron tests de andlisis de la varianza (ANOVA) dobles
y de Tuckey para comparacion de medias. Debido al acotado periodo de
disponibilidad de anteras en el estadio apropiado (30 dias) y a la disponi-
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bilidad discontinua de espigas de un mismo genotipo, el disefo resultd
desbalanceado. Se utilizo el programa SYSTAT 7.0 (1997). Los datos fue-
ron transformados de acuerdo a Box y Cox (1964) con I= -2.

Cruzamientos Trigo x Maiz:

a) Material vegetal: treinta y seis genotipos segregantes de trigo pan
(Tabla 2) fueron utilizadas como progenitores femeninos: 12F, 16 F.y 8 F,.

b) Acondicionamiento de las espigas para la castracion: antes de la
castracién las espigas fueron cortadas dejando tallos de 35-40 cm de
longitud y se sumergieron en agua (1 a 2 dias antes de la ocurrencia de la
antesis) (Mujeeb-Kazi, 1998). De igual manera que para el cultivo de anteras,
las espiguillas superiores e inferiores de la espiga fueron eliminadas, asi
como las flores centrales de cada espiguilla.

¢) Castracion: se eliminaron manualmente las anteras de las 32 flores
basales de las espiguillas centrales de cada espiga. Las espigas castradas
fueron mantenidas en agua corriente hasta la polinizacién (Mujeeb-Kazi,
1998) y cubiertas con bolsas de polietileno a fin de evitar la desecacion
de los estigmas.

d) Polinizacién: las flores fueron polinizadas de uno a tres dias luego
de la castracion (dependiendo del estado del estigma) con una mezcla
de polen fresco colectado a partir de tres genotipos de maiz. La poliniza-
cién fue repetida al dia siguiente, siempre a la misma hora de la manana
(10 h). Luego de la polinizacién las espigas fueron mantenidas a 25°C, con
luz solar no directa, con los tallos sumergidos en una solucidon contenien-
do 100 mg/L de 2,4-D, 40 g/L de sacarosa, y 8 ml/L de acido sulfuroso (6%
SO,) (Mujeeb-Kazi, 1998). Con el fin de mantener el nivel y la concentra-
cién del liquido la solucion se renovd semanalmente.

e) Rescate de embriones: los granos conteniendo los embriones
inmaduros fueron rescatados a los 18-20 dias posteriores a la poliniza-
cion, esterilizados en una solucion de 1,65 g/L de cloro activo (suplemen-
tada con 2-3 gotas de Tween 20) durante 20 min, y enjuagados tres veces
con agua destilada estéril. Los embriones fueron separados asépticamente
de los granos bajo microscopio estereoscépico y cultivados in vitro so-
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Tabla 2. Genotipos de trigo utilizados para los cruzamientos
con maiz y la correspondiente férmula del cruzamiento.

Genotipo Férmula de cruzamiento

Nota: Las férmulas de los cruzamientos son de acuerdo con la
nomenclatura de CIMMYT: “..." significa férmula incompleta.
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bre un medio MS a la mitad de su concentracion suplementado con 20 g/
L de sacarosa y solidificado con 8 g/L de agar, pH 5,8 (Mujeeb-Kazi, 1998).

f) Condiciones de cultivo: los embriones rescatados fueron incuba-
dos en oscuridad a 4 °C, durante una semana a fin de romper la dormancia,
luego de lo cual la temperatura fue mantenida a 23-24 °C. Los embriones
germinados se sometieron a un fotoperiodo de 16 horas a 23-24 °C por
alrededor de 3 meses.

g) Aclimatacion, h) Analisis del nivel de ploidia, i) Duplicacién
cromosomica: fueron realizados de la manera descripta para el cultivo
de anteras.

j) Analisis estadistico: la eficiencia en la formacién de embriones y
regeneracién de plantas fue calculada como el nimero de embriones y
plantas producidas por espiga respectivamente, y expresada como un
porcentaje de las flores polinizadas.

Se consideraron las espigas como unidades experimentales y los facto-
res fueron genotipo y también se considerd dia de corte de las espigas en
el campo.

Como en el caso del cultivo de anteras, la disponibilidad de espigas
para cada genotipo resultd desbalanceada.

Los datos fueron analizados mediante tests de analisis de la varianza
simples y comparacién de medias LSD (Fisher’s Least-Significant-
Difference) utilizando el programa SYSTAT 7.0 (1997).

RESULTADOS Y DISCUSION

Cultivo de anteras:

Influencia de las condiciones de crecimiento de las plantas donan-
tes de anteras sobre la capacidad androgénica: los ensayos realizados a
contraestacion no dieron resultados positivos en cuanto a respuesta
androgénica. A partir de 13.000 anteras cultivadas en 4 medios de induc-
cion solo se obtuvieron 4 estructuras embriogénicas. Estas estructuras (Fig.
1 A-C) fueron obtenidas en dos de los genotipos investigados, Seri 82 y
2186-3. Seri-82 ha sido mencionado previamente como un cultivar
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respondedor (Lashermes et al., 1991; Otaniy Shimada, 1995) y la F3-2186
tiene a Buck Ombu dentro de su genealogia, cultivar citado por Ortiz et
al. (1991) como respondedor. Si bien la respuesta fue pobre, ain en con-
diciones altamente desfavorables estos genotipos lograron responder al
cultivo (Tabla 1). No obstante, otros genotipos que tienen a Buck Ombu
en su genealogia en estas condiciones no dieron respuesta favorable (Ta-
bla 1).

Los resultados fueron diferentes cuando se utilizaron como donantes
de anteras plantas creciendo en la estacion normal para el cultivo de
trigo. En este caso, con todos los tratamientos considerados, se obtuvie-
ron 1056 callos compactos (6,88% de induccion) a partir de 15360 anteras
cultivadas, lo cual condujo a la regeneracién de 245 plantas verdes (1,6%
de regeneracién) y 90 plantas albinas (Tabla 3, Fig. 1). Las estructuras
embriogénicas fueron evidenciadas 40 dias después del cultivo de las

Tabla 3: Induccién de callos y regeneracion de plantas haploides a partir de anteras
de Triticum aestivum L utilizando 4 medios de cultivo y 2 pretratamientos térmi-
cos, frio y calor.

Tratamiento N°anteras N°callos %callos/ant N° pl. vdes. N° pl. albinas %pl.alb/ant ~ %pl.vdes/ant

CALOR
P4 liquido 1740 49 2,82 2 13 0,75 0,11
W14 mal 1530 16 1,05 4 1 0,07 0,26
MN6mal 1470 23 1,56 0 5 0,34 0,00
P4 sélido 990 12 1,21 1 0 0,00 0,10
Total 5730 100 1,75 7 19 0,33 0,12
FRIO
P4 liquido 2350 215 9,15 82 17 0,72 3,49 callos pl. vdes
W14 mal 2640 187 7,08 67 19 0,72 2,54 } 11,7 3,2
MN6mal 2220 421 18,96 82 35 1,58 3,69
P4 solido 2420 133 5,50 7 0 0,00 0,29
Total 9630 956 9,93 238 71 0,74 2,47
TOTAL 15360 1056 6,88 245 90 0,59 1,60

anteras. También fue posible observar, aproximadamente 20 dias des-
pués del cultivo de las anteras, la aparicion de callos acuosos y transltcidos,
no morfogénicos, tanto en medio sélido como liquido.

Estadio de desarrollo de las micrésporas: los estadios uninucleado
medio y tardio han sido citados como los mas adecuados para obtener
respuesta al cultivo de anteras in vitro (Sesek et al., 1994) y es necesario
determinarlos de manera precisa a fin de optimizar el protocolo. Si bien
la técnica de tincion con orceina es bastante rapida, en este estudio se
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Figura 1. Produccion de callos y plantas haploides a partir del cultivo de anteras de
Triticum aestivum. A. Callo blanco y compacto sobre una antera (flecha). B. Deta-
lle del callo senalado en (A). C. Callo transferido a medio de cultivo para regenerar
planta. D. Plantula regenerada con sistema radicular en formacién. E. Planta
haploide completa finalizando la etapa de rusticacion, creciendo sobre sustrato
inerte (Perlita).

encontro una forma mas rapida aun que no requiere del uso de colora-
cidén para realizar la observacion. Se trata de observar al microscopio,
con contraste de fase, la posicion relativa del nucleo y la vacuola dentro
de la micréspora en relacidon a la ubicacion del poro (Fig. 2). En este
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Figura 2. Secuencia de desarrollo normal del grano de polen de Triticum aestivum.
El nucleo y la vacuola de las microsporas de trigo sufren cambios durante el estadio
uninucleado. Por eso, esta fase ha sido dividida en tres subestadios en funcidn del
tamano, la forma y la posicion del nucleo y de la ausencia o presencia y el tamaho
de la vacuola. Durante el estado de tétrade, las micrésporas adquieren la polaridad
que regira la posiciones futuras del
nucleo y de la vacuola. Estas célu-
las son pequefas y contienen un
solo nucleo esférico situado en el
centro y numerosas vesiculas pe-
quenas en la perisferia. Luego de
separarse de la tétrada, comienzan
a aumentar de tamano y a formar
la exina y el poro (p) (estadio
uninucleado temprano, A). Des-
pués las vesiculas se fusionan en
vacuolas (v) menores (B) hasta for-
mar una Unica vacuola central. Para
entonces, el nucleo (n) ha migrado
al borde de la célula y migrara al
lado opuesto al poro, conservan-
do su forma circular (nl: nucleolo,
estadio uninucleado medio, C).La
vacuola, que sigue aumentando de
tamano, comprime al nucleo con-
tra a pared de la microspora vy le
confiere una forma aplastada (es-
tadio uninucleado tardio, D) que
perdura hasta que cesa la fase de
expansion (crecimiento en tamano
de la célula). Entonces, el nucleo
retoma la forma circular (E: estado
premitotico) y se divide (t: telofase,
F). Se llega asi al estadio binucleado
(G). Luego sobreviene la citocinesis
que resulta en dos células de dife-
rente tamafo. La mayor constitui-
ra la célula del tubo polinico (ctp)
y su nucleo vegetativo (nv) se ubi-
ca adyacente al poro. La menor (célula generativa, cg) persiste en el lado opuesto
(ng: nucleo generativo, H e 1). Los cambios acontecidos hasta aqui insumen de
cinco a siete dias. Luego la célula generativa se mueve al centro de la micrésporay
se divide (anafase, J) generando dos células espermaticas (ce) de forma ahusada
(K), alcanzando asi la fase de polen trinucleado; mientras la célula del tubo, con su
nucleo en interfase, se encuentra abocada a la sintesis de sustancias de reserva (ga:
granulos de almidon, L).

A, C F, G, H, J, Ky L: tincion con orceina; B, E e I: suspension en agua destilada y
sin tincion. D.
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trabajo las anteras con microsporas en estadio uninucleado medio mos-
traron una clara tendencia a dar mejor respuesta al cultivo (Fig.3).

Numero de callos / 100 anteras

Temprano Medio Tardio

Fase del estadio uninucleado

Figura 3. Produccion de callos por cada 100 anteras cultivadas, en funcién del
estadio de las microsporas y del pretratamiento térmico aplicado. (medias + 1 E.S.)

Pretratamientos térmicos: el test de ANOVA doble permitié detec-
tar diferencias significativas (p<0,05) en induccién de callos entre
pretratamientos (frio y calor), siendo frio mejor que calor (Tabla 3, Fig.
3). No se detectd interaccion entre pretratamientos y estadios de las
micrésporas.

La obtencién de plantas fue muy reducida (0,12%) cuando se utilizd
calor como pretratamiento. Esto indicaria que no sélo la induccion de
callos fue inhibida por el efecto de este pretratamiento, sino también la
regeneracion de plantas (Tabla 3). El valor correspondiente para el
pretratamiento frio fue de 2,5% de plantas verdes. Se concluye, por lo
tanto, que el calor no es un pretratamiento adecuado para la induccidon
de androgénesis en los materiales considerados en este trabajo.
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Medios de cultivo: en las comparaciones de muestras apareadas se
observé que la induccién de callos en medio solido fue significativamente
menos efectiva (p<0,05) que en los medios liquidos (5,5% vs 18,96%). No
se observaron diferencias significativas (p>0,05) entre los medios liquidos
(P4lig = W14mal) (Tabla 3). El medio sélido también result6 el de menor
efectividad para la regeneracién de plantas. Sin embargo, fue el Unico
que permitid recuperar exclusivamente plantas verdes.

El pretratamiento de frio combinado con la utilizacion de medio liqui-
do resulté en una produccion de plantas verdes de 2,5 a 3,7%, siendo
MN6mal el mas efectivo de los medios liquidos bajo estas condiciones.
No obstante, este ultimo condujo a la mayor produccion de plantas
albinas. Por ello, se considera que su eficiencia no fue diferente a la de P-
4 liquido.

Efecto del genotipo: los niveles mas elevados de induccion de callos,
calculados como un promedio de todos los medios de cultivo y todos los
estados de desarrollo de microsporas, utilizando frio como pretratamiento
y en funcién de 100 anteras cultivadas, correspondieron a Seri 82 (27,8%)
y 2186-3 (17,1%) (Tabla 4). De igual manera en estos genotipos se regis-
traron los maximos valores puntuales de inducciéon, con frio como
pretratamiento y micrésporas en estado uninucleado medio. Estos fue-
ron 73,3% para Seri 82 en medio P-4 liquido y 86,7% para 2186-3 en NM6mal.

Dos de las tres filiales hermanas de la familia F3 2186-3 mostraron una
elevada induccion de callos (12,5% 2186-2 y 8,6% 2186-6) (Tabla 4). Esto
confirmé la hipétesis de que es mas probable lograr éxito al trabajar con
materiales segregantes dentro de una misma familia cuando se ha deter-
minado que una de las filiales posee capacidad de respuesta. Los genotipos
Buck Ombu, Cooperacion Liquén, F1-38.98, CB-113 y 2103-2 regeneraron
plantas verdes en todos los tratamientos térmicos y medios de cultivo en
que se cultivaron las anteras (Tabla 4).

Albinismo: el pretratamiento de frio condujo a una menor produc-
cién de plantas albinas (23% del total) en comparacién con calor (73%),
lo cual concuerda con lo informado por Ouyang (1986). La produccién de
plantas albinas también varié de acuerdo al genotipo y al medio de culti-
vo, siendo el medio MN6mal (29,9%) donde se encontraron los valores
mas elevados. No se obtuvieron plantas albinas en el medio P4 sélido
(Tablas 3y 4).
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Tabla 4. Obtencion de callos y de plantas verdes y albinas por cultivo de anteras de
distintos genotipos de Triticum aestivum utilizando frio como pretratamiento.
Nimero Callos Plantas Verdes Plantas Albinas Relacion

() () () ()
Anteras ngm. % nim. 2 -2 am. 2 % pyoy pag,
ant. callo ant. callo

Genotipo

21521 540 92 17,0 5 0,9 54 1 0,2 1.1 833 16,7
21524 270 15 5,6 1 0,4 6,7 2 0,7 133 333 66,7
21861 390 4 1,0 1 03 250 03 250 50 50

21862 1170 146 125 12 1,0 8,2 0,9 6,8 545 455
21863 1170 200 17,1 54 46 27,0 1.1 6,5 806 194
21866 630 54 8,6 16 25 29,6 1,3 148 66,7 333
21037 390 2 0,5 0 0 0

o o
wo

8
0
21032 390 39 10,0 25 6,4 64,1 0 0 0,0 100 0
20623 450 6 1.3 0 0 0 1 02 16,7 0 100
20627 390 9 2,3 1 03 11,1 1 03 11,1 50 50
9247.98 600 40 6,7 3 0,5 7.5 0 0 0 100 0
F1-38.98 180 7 3,9 1 06 14,3 0 0 0 100 0
CB-189 120 0 0 = = = = = = =
C. Liquén 510 10 2,0 2 04 20,0 0 0 100 0
0

C. Nahuel 240 0 0 0 0 =
B. Ombu 690 76 11,0 12 1.7 158 0 0 100 0
Seri 82 900 250 278 103 11,4 412 33 3,7 13,2 757 243
Son 64 540 6 1.1 0 0 0 1 02 16,7 0 100

a) Porcentaje de plantas verdes y albinas calculado sobre el total de plantas regeneradas.

o o o !

Cruzamientos Trigo x Maiz:

Rescate de embriones: embriones haploides de apariencia normal y
estructura bien definida fueron encontrados generalmente dentro de gra-
nos blanco-verdosos, sin endosperma (Fig. 4). También se observaron
cariopses con endosperma acuoso que no contenian embriones en su
interior, y otros mas compactos provenientes de autofecundaciones acci-
dentales. Estos diferentes tipos de granos fueron facilmente identificables
a simple vista o con la ayuda de un microscopio estereoscopico. El tama-
no de los embriones fue variable, de 1 a 5 mm de longitud. En general, los
mas pequenos presentaron dificultades para la regeneracion de plantas.
Una caracteristica de este sistema fue la presencia de poliembrionia, en-
contrandose de 2 a 16 embriones por semilla poliembridnica. Algunos de
estos embriones presentaban formas anormales, dando estructuras casi
amorfas y translucidas. Debido a esto fue dificil determinar el numero
exacto de embriones, siendo los valores presentados en este trabajo una
subestimacion de los reales.
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Figura 4. Produccion de haploides de Triticum aestivum por cruzamientos de
trigo x maiz (Zea mayz). A. Espigas de trigo cortadas en el campo y castradas en
el laboratorio. B. Plantas de maiz (donantes de polen) crecidas en invernaculo. C.
Desgrane de espigas para realizar la desinfeccion de los granos y posterior rescate
de embriones. D. Grano con dos embriones haploides (poliembrionia). E. Embrio-
nes inmaduros rescatados y creciendo in vitro. F. Planta rusticada. G y H. Plantas
con 3-5 macollos con sus raices sumergidas en solucion de colchicina para la
duplicacion cromosémica. I. Plantas tratadas con colchicina y llevadas a macetas
con tierra en cdmara de crecimiento.
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Respuesta global para todos los genotipos y fechas de corte: el 12,2%
de un total de 26.976 flores polinizadas condujeron a la formacién de
embriones, en un rango que fue de 0,3 a 33,2%, dependiendo del genotipo
y de la fecha de recoleccién de la espiga (Fig. 5). Estos valores se encuen-
tran dentro de los rangos publicados por Suenaga y Nakajima (1989), Rie-
ra-Lizarazu y Mujeeb-Kazi (1990) y Kisana et al. (1993) utilizando diferentes
variantes del mismo método. De 3284 embriones cultivados el 19,6%, en
promedio, desarrollé en plantas verdes, con un maximo del 45,7% en la
linea 466 F3. El numero de plantas verdes producidas por cada 100 flores
polinizadas fue del 0 al 8%, con una media general de 2,4%.

Considerando los 36 genotipos de trigo analizados se recuperaron, en
promedio, 4,1 embriones por espiga, siendo el genotipo 1061 el mas pro-
ductivo, con una media de 10,6 embriones por espiga. El promedio gene-
ral de plantas verdes por espiga fue de 0,7, con un valor maximo de 2,5.

No se encontraron plantas albinas utilizando esta metodologia. Como
en el caso del cultivo de anteras, todas las plantas obtenidas fueron
haploides.

Efecto del genotipo y fecha de corte: las diferencias entre los 36
genotipos de trigo para formacién de embriones y regeneracién de plan-
tas fueron altamente significativas (p<0,01). También fueron altamente
significativas (p<0,01) las diferencias para estas variables en las distintas
fechas de recoleccién de las espigas (sin considerar que son diferentes
genotipos).

A fin de determinar si las diferencias observadas entre genotipos eran
influenciadas por las diferencias en el momento de recoleccion de las
espigas, se llevd a cabo un test de ANOVA. Para ello se tuvieron en cuenta
los datos obtenidos durante el intervalo mas productivo - 6 al 9 de no-
viembre (Tabla 5). Este analisis permitié detectar diferencias altamente
significativas en el niUmero de embriones y de plantas por espiga para los
14 genotipos analizados en ese intervalo de 4 dias. Al tratarse de un
intervalo pequeno, donde las diferencias en el momento de recoleccion
pueden considerarse despreciables, toda la variacion observada para las
variables consideradas fue atribuible al genotipo. Otros autores,
Sadasivaiah et al.(1999) y Bitsch et a/.(1998) también detectaron influen-
cias del genotipo utilizando este tipo de técnica.

Respuesta dentro del periodo central (6 al 9 de noviembre) de cor-

te de espigas: el nUmero mas elevado de embriones y la mayor cantidad
de plantas regeneradas fueron obtenidos dentro de este intervalo, al-
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Tabla 5. Embriones y plantas obtenidos a partir de 14 genotipos de Triticum
aestivum procesados en 4 dias consecutivos por cruzamientos con maiz

genotipo 466 495 860 861 862 923 1055 1056 1059 1061 1066 1067 1074 1076 total

n° esp,tot_ 36 33 22 33 32 21 20 20 22 13 22 18 6 7 305
n° embr.tot. 175 229 132 237 272 161 172 185 148 138 178 103 30 20 2180
embr/esp(prom) 49 69 60 72 85 77 8,6 9,3 6,7 106 81 57 5,0 29 7,15
n° pl.tot. 80 43 45 80 57 30 40 30 56 13 29 1 3 1 508
pl/ esp.(porom) 2,22 1,30 2,05 242 1,78 143 200 150 255 1,00 132 006 050 0,14 1,67
% pl/ embr. 45,7 188 34,1 338 21,0 186 233 162 378 94 163 1,0 10,0 50 233
% embr / fl. 152 21,7 188 224 266 240 269 289 210 332 253 179 156 89 22
% pI / fl. 69 41 64 76 56 45 63 4,7 8,0 3.1 41 0,2 1.6 04 52
filial F3 F3 F3 F3 F3 F4 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3 F3
fecha corte 6/11 6/11 7/11 7/11 7/11 7/11 8/11 8/11 8/11 8/11 9/11 9/11 9/11 9/11

canzando valores promedio de 7,15 embriones por espiga (22%) y 1,67
plantas por espiga (5,2%). Un promedio de 19,3% para formacién de
embriones y de 6,29% para regeneracién de plantas fueron informados
como muy buenos por Sadasivaiah et al. (1999). Otros autores (Bitsch et
al.,1998) informan frecuencias menores a las obtenidas en este trabajo
para el caso de obtencion de embriones (4,9 embriones por espiga). Sin
embargo los valores informados de regeneracién de plantas fueron ma-
yores, de 2,8 plantas por espiga en el caso de Bitsch et al. (1998) y 5
plantas por espiga en el de Suenaga et al. (1998).

El intervalo méas adecuado, dentro de la etapa de floracién, para cas-
trar las flores de trigo, fue desde que la mitad de la espiga era visible
fuera de la hoja bandera hasta que quedaba completamente por fuera
de ésta. Aunque esto es altamente dependiente de las condiciones am-
bientales, en general coincide muy bien con el estadio en que el color de
las anteras es verde.

Aclimatacién: en primer lugar se utilizé el método de la bolsa cu-
briendo la maceta para evitar una excesiva evapotranspiracion a 25°C,
que en muchos casos conspiraba con la sobrevida de la planta. La poste-
rior utilizacién de una cdmara de crecimiento con bajas temperaturas ( 8-
10°C) permitio superar este problema de muerte prematura.

Analisis del nivel de ploidia: el conteo cromosémico confirmé la
naturaleza haploide de las plantas regeneradas.
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Duplicacion cromosomica: este es uno de los periodos mas criticos
del proceso de obtencion de doblehaploides debido a que la utilizacion
de colchicina es un factor sumamente estresante para las plantas. A esto
se suma el pasaje a condiciones de invernaculo, que implica un estrés
adicional. Si bien se considera que el método aqui informado es exitoso
debido a que de cada 10 plantas tratadas, en promedio, sobrevivieron 3
(que en condiciones de campo produjeron semilla) consideramos que
aun puede mejorarse en gran medida el rendimiento.

CONCLUSIONES

En la Tabla 6 se resumen y comparan ambos métodos en funcion de
los resultados obtenidos con los materiales analizados. En relacion al
método de cultivo de anteras, nuestra experiencia permitié confirmar
que la respuesta androgénica es compleja, dependiendo de la interaccion
de factores como el genotipo, las condiciones de cultivo y el estado fisio-
I6gico de las plantas donantes de anteras. El tratamiento de frio fue su-
perior al de calor, conduciendo a una mayor eficiencia en la induccion de
callos y regeneracién de plantas verdes. Los genotipos mas respondedores
pudieron ser inducidos aun en condiciones muy adversas de crecimiento
de las plantas donantes, lo cual estaria indicando que la influencia del
genotipo es muy elevada y quiza el factor preponderante.

Para trigo pan la obtencién de un 5% de plantas verdes es considera-
da una buena respuesta, que justifica la inclusion de la técnica en un pro-
grama de mejoramiento (Lashermes et al.,1991). Los niveles de respuesta
androgénica obtenidos con nuestros materiales fueron, en general, de
medio (3,7 plantas verdes por cada 100 anteras, como promedio para
todos los genotipos considerados, utilizando frio como pretratamiento y
un medio liquido adecuado) a elevado, si se consideran solamente los
genotipos respondedores (11.4%).

En los cruzamientos intergenéricos se observo que las condiciones am-
bientales (dia de corte) pueden influir en la respuesta. Sin embargo, en este
caso, no hubo genotipos de respuesta nula, indicando una menor influencia
del genotipo sobre la obtencién de plantas haploides. Es frecuente encon-
trar en la literatura afirmaciones tales como que el método de trigo x maiz
es mas apropiado que el cultivo de anteras para la obtencion de haploides
por ser menos dependiente del genotipo (Kisana et al., 1993; Fedak et al.,
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Tabla 6. Comparacion entre los métodos de cultivo de anteras y cruzamientos
interespecificos para la obtencion de haploides en trigo.

Anteras Trigo x Maiz

Flores polinizadas 26976
Anteras cultivadas 15360

Callos 1056

Embriones 3284

% de induccién de callo  (=6,88 %) (0-27,8%)

% de induccién de (=11,8%) (0,3-33,2%)
embriones

% plantas verdes (=1,6%) (0-11,4%) (=2,4%) (0-8.0%)

% plantas albinas 0- 100 % 0%

Tiempo desde inicio a aprox. 100 dias entre 30 — 40 dias
Regeneracion de planta

Influencia del genotipo  alta media

Costo elevado bajo

Riesgo de variacion medio-elevado muy bajo
somaclonal

1997). Los resultados con nuestros materiales confirmarian esta asevera-
cion, lo cual sumado a la ausencia de albinismo, el escaso riesgo de varia-
cion somaclonal, la facilidad de aplicacidn, la rapidez para llegar al resulta-
do final y los menores costos de implementacion de la técnica, la hacen
mas conveniente para la obtencion de haploides en trigo. No obstante, si
se usan genotipos de elevada respuesta androgénica la cantidad de plantas
obtenidas por cultivo de anteras no es despreciable.

Teniendo en cuenta todas estas consideraciones, la técnica que se re-
comienda para los programas de mejoramiento utilizando los materiales
invernales de trigo pan de la ACA es la de cruzamientos con maiz.
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