IIl. CAPITULO 1

Obtencion de Plantas
Doblehaploides
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Gear, Nicolas

1 Introduccion

Comentarios generales sobre los

haploides

Para referirnos al término haploide es nece-
sario conocer previamente el origen de dicha
denominacioén, y definir algunos conceptos ba-
sicos sobre el tema. Si consideramos haploide
al individuo que posee un solo juego de cromo-
somas de la especie, no estariamos incluyen-
do en esta clasificacion a aquellos individuos
derivados de especies poliploides, cuya consti-
tucion genética es igual a la de los gametos
normales de dicha especie. Por ejemplo, un
autopoliploide AAAA (2n = 4x) daria lugar a in-
dividuos “haploides” AA (n = 2x), que por tener
dos juegos cromosomicos (AA) no podrian ser
incluidos en la definicion. Por lo tanto, una so-
lucion seria denominar como haploides a los
individuos originados a partir de especies di-
ploides, que posean un solo juego de cromoso-
mas (n = x), llamando polihaploides a aquellos
individuos con una composiciéon cromosémica
igual que la gamética normal de la especie,
que tengan dos o mas juegos cromosomicos
(n > x). Otra posibilidad seria considerar el tér-
mino haploide en un sentido mas amplio, com-
prendiendo en éste a todos los individuos que
posean una constitucion cromosémica igual a
la de los gametos normales de la especie (n =
2n/2). Llamariamos de esta manera monoploi-
des y polihaploides a los individuos provenien-
tes de plantas diploides (2n= 2x) y poliploides
(2n> 2x) respectivamente. De aqui en adelan-
te, a los fines practicos y en concordancia con
la segunda definicion, nos referiremos al térmi-
no haploide indistintamente del nivel de ploidia
de la especie en cuestidon, como a aquellos
individuos que poseen la mitad del namero
cromosémico normal contenido en las células
somaticas de la especie.

Identificacion de Haploides

Varios procedimientos facilitan la busqueda
de haploides en muestras grandes en numero
de individuos. Algunos de ellos son:

* Morfologia: las plantas haploides son,
en general, mas pequefias que las di-
ploides, tanto en sus partes vegetativas
como florales. Esto se debe principal-
mente a la disminucion en el tamano de
sus células. Es logico pensar que el fe-
notipo mas pequefio de las plantas pue-
de ser una primera aproximacion en la
busqueda de haploides. Si esta disminu-
cion de tamafo fuera notable en las se-
millas, seria muy facil realizar una selec-
cién mecanica, aunque esto sucede en
pocas especies.

* Poliembrionia: la presencia de poliem-
brionia facilita la deteccién de embriones
haploides. No obstante, debe realizarse
el control citoldgico correspondiente. El
porcentaje de embriones gemelos obser-
vados varia con la especie y el genotipo.

* Genes marcadores: con este fin puede
utilizarse cualquier par de alelos cuyos
fenotipos dominante y recesivo sean
facilmente distinguibles. En la practica,
conviene utilizar marcadores que posean
manifestaciones fenotipicas claras en
semilla o en plantula y de esta manera
hacer una seleccion mas econdémica en
tiempo y esfuerzo. Para identificar ha-
ploides en una variedad que se supone
homocigota, se realizan cruzamientos
con otra variedad que sea homocigota
para el alelo alternativo. La mayor par-
te de la descendencia sera heterocigota
(diploide), con fenotipo dominante. Los
individuos que aparezcan con el fenotipo
recesivo serian haploides, obtenidos por
partenogénesis 0 androgénesis, segun
sea el fenotipo recesivo materno o pater-
no, respectivamente.

Antecedentes

El valor de los haploides se conoce desde
1922, cuando se descubrié la produccién es-
pontanea de los mismos, siendo superior a
cien el numero de especies vegetales capaces
de producirlos in-vivo. Sin embargo, la frecuen-
cia con la cual se producen es muy baja, con
valores que van de 0,001 a 0,01%.

Entre los casos de haploidia espontanea es
comun la poliembrionia, que, con una gran va-
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riacion entre los distintos genotipos, ocurre en
una amplia gama de especies, géneros y fami-
lias. En estos casos es frecuente la aparicion
de haploides procedentes de una sinérgida del
saco embrionario, puesto que se ha comproba-
do en muchas especies que las células antipo-
das degeneran antes de la fecundacion.

En 1966, Guha y Maheshwari descubrieron
que las anteras de Datura innoxia Mill. genera-
ban plantas haploides al ser cultivadas in-vitro.
Este proceso, confirmado posteriormente por
Nitsch y Nitsch (1969) en tabaco, se ha utili-
zado para producir haploides en numerosas
especies. En el caso de Datura innoxia, las fre-
cuencias de induccion son casi del 100% vy el
rendimiento es de mas de mil plantulas o callos
por antera en condiciones 6ptimas (figura 1).

En estudios de androgénesis in-vitro se ha
detectado especial facilidad para regenerar ha-
ploides a partir de anteras aisladas o de granos
de polen en miembros de la familia de las sola-
naceas También se han encontrado resultados
sorprendentes en numerosos géneros de las
cruciferas, gramineas y ranunculaceas, aun-
que resulta comun observar diferencias signi-
ficativas, incluso dentro de un mismo género.
No se ha logrado, sin embargo, el mismo éxito
en especies arboreas y arbustivas.

Phnta haploide

medio
nutritive

Planta

W apldde

Figura 1. Obtencién de plantas haploides por culti-
vo de anteras.

Importancia de los haploides y

aplicaciones en el mejoramiento vegetal

Los métodos tradicionales para el mejora-
miento vegetal han sido practicados por cientos
de anos. Actualmente se ha llegado a una eta-
pa en donde estos métodos son insuficientes

para hacer frente a las demandas mundiales de
produccién. A pesar de que cada ano se liberan
al mercado numerosas variedades, estas no
persisten demasiado. Los objetivos de mejora-
miento a largo plazo no podran ser alcanzados
a menos que se genere mucha variabilidad ge-
nética que pueda ser utilizada con estos fines
y que existan métodos que acorten el tiempo
necesario para la obtencion de variedades.

El advenimiento de las técnicas biotecnolé-
gicas y los avances en biologia molecular han
permitido el desarrollo de nuevas herramientas
de gran utilidad en el mejoramiento vegetal.
Entre éstas, la produccién de haploides y do-
blehaploides son herramientas interesantes ya
que permiten acortar el tiempo requerido para
la obtencion de nuevas variedades, siendo un
buen complemento para los programas de me-
jora tradicionales. Al carecer de genotipos hete-
rocigotas, las poblaciones doblehaploides (DH)
necesarias para encontrar genotipos raros pue-
den ser mucho menos numerosas, especial-
mente en el caso de caracteres recesivos, ya
que éstos no quedan enmascarados por los ale-
los dominantes. Las poblaciones DH, si se las
compara con poblaciones segregantes, presen-
tan mayor variacion genética aditiva y ausencia
de varianza genética debida a la dominancia.
Es decir que cuando se utilizan poblaciones do-
blehaploides se eliminan las complejidades del
estado heterocigota y se facilita enormemente
el analisis genético. De esta manera pueden
distinguirse las mutaciones recesivas de forma
inmediata, haciendo que el proceso de selec-
cion sobre una poblacién de haploides resulte
mas eficiente (figura 2).

La produccion de haploides es una alterna-
tiva biotecnoldgica de gran importancia y ha
resultado exitosa en varios cultivos, entre ellos
cebada, arroz, maiz y trigo.

Un sistema de produccién de DH debe cum-
plir con tres requisitos basicos para su utiliza-
cion en programas de mejoramiento:

1. Debe producir lineas DH eficientemente a
partir de todos los genotipos.

2. Los DH obtenidos deben ser normales y
estables.

3. Estos deberian representar una muestra al
azar del conjunto de gametos parentales.

Entre las aplicaciones mas importantes de
los doblehaploides en el mejoramiento vegetal
podemos citar:
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Autofecundacion Cultivo de anteras
Genotipos posibles después de un Ciclo

de autofecundacion de Ja.F1: cultivo_ de anteras:

AB “ ag % @a % @Q %
AB* |AABB |AABb [AaBB |
Ab ™ [AABD [AAbD | AabB | Aabb
|aB” |AaBh [AaBb [aaBB |
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*La probabilidad de ocurrencia de los recuadros

internas es de 1/16 (1/4 x 1/4).

Figura 2. Ventaja del uso de haploides en el mejoramiento
cuando los cultivares parentales difieren, teéricamente, en
dos pares de genes. Si el genotipo buscado es, por ejemplo
el doble recesivo aabb, por autofecundaciéon convencional
se tiene una probabilidad de 1/16 de encontrarlo. Si se in-
duce haploidia, el mismo genotipo tendra una probabilidad
de ocurrencia de 1/4 porque no se produciran los genotipos

heterocigotas.

1. Acortamiento de los programas de me-
jora: el desarrollo de nuevos cultivares por los
métodos tradicionales actuales comprende tres
etapas fundamentales: a) generacion de va-
riabilidad genética, ya sea por medio de hibri-
daciones sexuales intra e interespecifica, por
induccion de mutaciones, o por transformacion
genética; b) recuperacion de progenies homo-
cigotas a través de generaciones repetidas de
autofecundacion o retrocruzamiento, seleccio-
nando a favor de los caracteres de interés; c)
evaluacion del comportamiento de los nuevos
materiales en ensayos comparativos a campo.
Estos pasos son basicos en un programa de
mejora, pudiendo existir otras etapas en fun-
cion del modo reproductivo de la especie. Asi
por ejemplo, el tiempo requerido para la ob-
tencién de un nuevo cultivar de trigo de ciclo
invernal es de aproximadamente diez afos, a
través del mejoramiento tradicional (figura 3).
La biotecnologia se presenta como una alter-
nativa atractiva, no solo para reducir el tiempo
de obtencién de los genotipos deseados, sino
también para lograr una economia de mano de
obra y espacio en el campo experimental.

Generacion parental

Genotipos posibles después del

Flantas haploides AB &b aB ah °

Duplicacion con galchicina

Plantas doblehaploides.

AABB Adbh 2288 aabh
% % % “

* En las plantas autégamas, con los
métodos convencionales de mejo-
ramiento, la homocigosis practica
se logra recién luego de seis a ocho
generaciones de autofecundacion.
Mientras que con una técnica de
produccién de haploides seguida
de duplicacion cromosomica, es
posible llegar a homocigosis com-
pleta en solo una generacion.
En las plantas alégamas, la pro-
duccion de homocigotas resulta de
gran importancia. Al trabajar con
especies de polinizaciéon cruzada
se favorece naturalmente la he-
terocigosidad, y, de ser posible la
autofecundacion, la obtencion de
homocigotas se ve dificultada por la
endogamia.
 En plantas bulbosas, arboles fru-
tales y forestales la homocigosis
juega un rol muy importante en el
aceleramiento de los programas de
mejora. Debido al prolongado tiem-
po requerido para alcanzar la fase
adulta, el proceso de mejora resulta
extremadamente largo, aun siendo
posible la autopolinizacion.

2. Generacion de poblaciones de mapeo:
para el mapeo genético de plantas, diversos ti-
pos de poblaciones pueden ser utilizadas. La
seleccion del tipo de poblacion a usar se rea-
liza en funcién de los objetivos de la investiga-
cion y del tiempo y recursos disponibles. Las
poblaciones de mapeo con el mayor contenido
de informacioén son aquellas obtenidas a partir
del cruzamiento entre dos individuos homocigo-
tos contrastantes. En las plantas F1 obtenidas,
el desequilibrio de ligamiento es maximo, y las
poblaciones derivadas a partir de estas plantas
F1 procuran explorar este desequilibrio. Para
especies de autofecundacién o que toleran la
autofecundacion pueden utilizarse poblaciones
F2, Fn, RILs (Recombinant Imbred Lines), de-
rivadas de retrocruzas y doblehaploides. Las
poblaciones de doblehaploides representan
la variabilidad genética entre los progenitores
luego de ocurrida una sola meiosis (F1), y son
especialmente indicadas cuando se realizan
estudios con QTL (Quantitative Trait Locus), ya
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(homocigosis practica: F7.s)

Figura 3. Representacién esquematica de los pa-
sos requeridos para la obtencion de lineas puras en
un programa de mejoramiento tradicional.

que al obtenerse genotipos 100% homocigotas
se dispone de poblaciones estables o “inmor-
tales” de mapeo, permitiendo analizar la mis-
ma poblacion en diferentes anos y localidades,
debido a la constante disponibilidad de semilla.

3. Estudio de especies poliploides: la in-
duccion de haploides en plantas poliploides
facilita el trabajo de investigacién y mejora, ya
que permite manejar niveles de ploidia meno-
res para los estudios de herencia y la combina-
cion de caracteres de interés.

4. Fusion de protoplastos: al fusionar dos
protoplastos haploides se origina uno diploide
que puede duplicarse y llevar a la obtencion de
un hibrido interespecifico o intergenérico, sien-
do esto una ventaja importante cuando se tra-
baja en hibridacion somatica.

5. Variacién gametoclonal: la androgénesis
in-vitro provee un excelente sistema para ana-
lizar, a nivel esporofitico, la variacion debida a
recombinacién y segregacion meiética. Las va-
riantes gametoclonales expresan el caracter re-
cesivo en la R, a diferencia de las somaclona-
les, que requieren de autofecundacion y anali-
sis de progenie. Algunos logros de esta técnica:

* Frutos de tomate con mayor contenido de
sélidos.

* Plantas enanas de arroz con granos mas
largos y con elevados niveles de protei-
nas de reserva y mas macolladoras.

* Plantas de Datura innoxia con contenidos
mas elevados de alcaloides en las hojas.

* Plantas de tabaco con mayor resistencia
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a bajas temperaturas.

* Plantas de Brassica napus con mayor
contenido de aceite del acido erucico en
las hojas. Este aceite se usa como lubri-
cante en la industria.

6. Mutagenesis: si se aplica mutagénesis
a un sistema de haploides, se obtienen mu-
tantes sélidos, lograndose la homocigosis del
mutado rapidamente luego de la duplicacién
con colchicina. Entre los agentes mutagénicos
mas frecuentemente utilizados se encuentra la
N-metil-N-nitrosurea (20 mM), los rayos y (0,5
krad) y el etil metil sulfonato.

7. Transformacién genética: rige el mismo
principio que para mutagénesis. La transfor-
macion de haploides permite la obtencion del
transgén en homocigosis luego de la duplica-
cion con colchicina. Puede realizarse con PEG
(polietilenglicol), microinyeccién o utilizando
Agrobacterium tumefaciens.

8. Produccion de plantas homogaméti-
cas: Asparagus officinalis es una especie cul-
tivada, dioica, en la cual las plantas femeninas
son XX y las masculinas son XY. De esta ma-
nera, para obtener una poblacion de plantas
deben cruzarse ambos tipos, lo que dara una
progenie constituida por 50% de plantas XX
y 50% de plantas XY. Sin embargo, desde el
punto de vista del productor, es deseable la ob-
tencién de una poblacién constituida solamen-
te por plantas XY, que tienen un menor conte-
nido de fibra y son, por lo tanto, preferidas por
los consumidores. Para solucionar este proble-
ma y obtener 100% de plantas masculinas se
ided un sistema que consiste en el cultivo de
anteras y diploidizacion de plantas YY, llama-
das supermachos. La ventaja de estas plantas
es que, al ser cruzadas con plantas XX daran
100% de plantas XY, como se muestra en el
esquema 1.

Con este sistema, en 1990 fue liberada una
variedad llamada Andrea (un hibrido obtenido
como se mencionara anteriormente). Andrea
es una variedad muy homogénea, de alto ren-
dimiento y de excelente calidad.

Obtencidén de Haploides

Como se mencionara anteriormente, las
plantas haploides aparecen en muy baja fre-
cuencia en la naturaleza, siendo necesaria la
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|

Gametos X
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Esquema 1.

posterior ocurrencia de duplicacién cromosoé-
mica para la obtencion de semillas. Por ello, la
produccion artificial de haploides resulta siem-
pre mas efectiva.

- Origen de los haploides
l. Ginogénesis: desarrollo de un gameto fe-
menino no fecundado. Se logra por:

1.

Castraciéon y aislamiento de las flores.
Por este tratamiento se han obtenido ha-
ploides de Triticum monococcum.
Polinizacion retrasada: la castracion de
las flores y la posterior polinizacion en el
limite de la madurez receptiva del estig-
ma permiten obtener hasta un 30% de
haploides en trigo.

Presencia de dos células espermaticas
con diferente velocidad de desarrollo: el
mecanismo involucrado en la generacién
de haploides estaria basado en la falta
de fertilizacion de la oosfera durante la
doble fertilizacion.

Polinizaciéon con polen inviable: a) uti-
lizando polen extrafio (tipico de cruza-
mientos interespecificos), incapaz de fe-

XY

Y
l Cultivo de anteras
Y

Duplicacién

YY cromosomica

|

Y Formacion de

gametos

cundar a la especie en cuestion, puede
servir de estimulo para inducir haploidia,
como sucede en el cruzamiento entre
Solanum tuberosum x S. phureja (papa
silvestre). El polen de la papa silvestre
contiene solo un nucleo generativo, pro-
ducto de una gametogénesis anormal,
por lo cual la fertilizacion doble no logra
producirse, pero se forman embriones
haploides por partenogénesis; b) utili-
zando polen previamente irradiado.
Cultivo de ovarios: puede ser eficaz para
obtener haploides a partir de cruzamien-
tos interespecificos.

II. Androgénesis: desarrollo de un gameto
masculino. Se logra por:

1.

Cultivo de anteras: se ha inducido ha-
ploidia en mono y dicotiledéneas, siendo
mas facil en las ultimas. Es una técnica
simple que, dependiendo del genotipo
y de las condiciones de cultivo permite
obtener elevados numeros de plantas
en tiempos relativamente cortos. Ha sido
mas dificil en los cereales, no obstante
se obtuvieron haploides de arroz, trigo,
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cebada con diferentes grados de dificul-
tad.

2. Cultivo de microsporas: en 1974 Nitsch
indujo la regeneracion de plantas haploi-
des de Nicotiana terbium y Datura inoxia
a partir de cultivos en suspension de mi-
crosporas, previo choque térmico a baja
temperatura de las flores. Este método
tiene la ventaja de producir haploides
masivamente (mas de 7000 plantas por
boton floral en tabaco), y de permitir la
aplicacion de diferentes tratamientos a
las microsporas como transformacion o
mutagénesis para luego obtener plantas
por embriogénesis partiendo de una uni-
ca célula inicial. Para conseguir diferen-
ciar plantas a partir de microsporas es
necesario quebrar el mecanismo respon-
sable de la asimetria en la primera mito-
sis del polen.

3. Técnica de gametofito indeterminado
(ig9): en 1969 J L Kermicle desarrollé una
técnica en maiz basada en la ocurrencia
de una mutacion espontanea, encontra-
daenlalinea W23. El gen ig provoca una
disrupcién en el desarrollo del gametofito
femenino, generando, luego del proceso
de polinizacién, que los nucleos esper-
maticos ocasionalmente se desarrollen
androgenéticamente. El desarrollo em-
brionario de los nucleos espermaticos en
el citoplasma materno resulta en la for-
macion de haploides androgenéticos, o
haploides paternos.

lll. A partir de alguna célula haploide del
saco embrionario distinta del gameto feme-
nino (sinérgidas o antipodas).

IV. Cruzamientos interespecificos o inter-
genéricos con eliminacion cromosémica:
se produce la fertilizacion de manera de que se
forme un cigoto diploide, que a lo largo de las
sucesivas divisiones mitdticas, va perdiendo
el genoma del individuo que aporté el gameto
masculino, como sucede en los cruzamientos
entre Hordeum vulgare y H. bulbosum.

V. Interaccioén nucleo-citoplasma: utilizan-
do lineas de sustitucion y restauracion nuclear
se encontrd que los individuos con citoplasma
de Aegilops caudata y nucleo de Triticum aes-
tivum o Triticale mostraban una frecuencia de

haploidia del 3,1% y del 52,9% respectivamen-
te. Esto se debe a que ciertas interacciones en-
tre un citoplasma y un nucleo extrafio inducen
haploidia.

VI. Semigamia: el nucleo del gameto mas-
culino penetra en la ovocélula pero sin fusio-
narse con el nucleo femenino. Ambos nucleos
comienzan a dividirse independientemente,
produciendo un individuo haploide con tejidos
de origen materno y paterno.

- Métodos mas utilizados para la obten-
cion de plantas haploides
Entre los métodos disponibles actualmente
para la obtencion de doblehaploides, los mas
utilizados son la hibridacion interespecifica e
intergenérica, la androgénesis, y recientemen-
te la ginogénesis en maiz.
I. Cultivo de Anteras: consiste en el cultivo de
anteras inmaduras en un medio de induccion
donde las microsporas competentes originaran
callos, que seran luego transferidos a un medio
apropiado para la regeneracion de plantas (fi-
gura 1). En algunas especies de dicotiledoneas
el numero de plantas obtenidas por cada cien
anteras cultivadas es muy elevado. En cambio,
en las gramineas la técnica no ha sido tan exito-
sa. Sin embargo, los progresos en los métodos
de cultivo in-vitro durante las ultimas décadas
han permitido obtener buenos resultados con
gramineas (figura 4), aun en aquellas conside-
radas recalcitrantes. La capacidad de respues-
ta al cultivo de anteras, denominada capacidad
androgénica, puede ser evaluada a través de
la produccion de callos y de plantas verdes, y
su eficiencia es altamente dependiente de:
1. El genotipo: es quizas el factor mas im-
portante que afecta al cultivo de anteras.
En la naturaleza, la haploidia es contro-
lada por el gen hap, llamado gen inhibi-
dor de la haploidia. Existe suficiente evi-
dencia que sugiere que la androgénesis
in-vitro también esta bajo control génico,
y que este caracter puede ser transferido
desde clones con alta respuesta a otros
no respondedores. Se ha hallado varia-
bilidad en la respuesta entre especies y
aun dentro de ellas. En cebada y trigo los
caracteres induccién de callos y regene-
racion de plantas son altamente hereda-
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Figura 4. Produccion de callos y plantas a partir del
cultivo de anteras de Triticum aestivum. (A) Callo
blanco y compacto sobre una antera (flecha). (B)
Detalle del callo sefialado en (A). (C) Callo transfe-
rido a medio de cultivo para regenerar planta. (D)
Plantula de trigo regenerada a partir de callo, con
sistema radicular en formacion. (E) Planta haploide
completa finalizando la etapa de rusticacion, cre-
ciendo sobre sustrato inerte (Perlita).

bles, y se ha sugerido que ambos carac-
teres estarian controlados por muchos
genes. Por lo tanto, el mejoramiento de la
capacidad androgénica no parece dificil,
siendo la identificacion de genotipos con
gran capacidad de respuesta un paso in-
dispensable para su incorporacion en los
bloques de cruzamiento.

2. El % de albinismo: la ocurrencia de plan-
tas albinas representa un serio problema
para la aplicacion del cultivo de anteras
en programas de mejoramiento de ce-
reales. La incidencia depende, no sdlo
de la especie, sino también de la varie-
dad, citandose valores de 50, 70 y 100%
para tres variedades diferentes de arroz.
Bernard (1980) ha sugerido que las al-
tas temperaturas incrementan la diferen-
cia entre la velocidad de replicacién del

material nuclear y el de las organelas,
resultando en un desarrollo retardado o
incompleto de los plastidos, lo cual con-
duciria a la produccion de fenotipos albi-
nos. De acuerdo a este autor, el desarro-
llo de un sistema fotosintético funcional
es promovido por el tratamiento con ba-
jas temperaturas, aunque no siempre un
pretratamiento con frio reduce incidencia
de albinismo.

Las condiciones de crecimiento de las
plantas donantes: la edad y las condi-
ciones ambientales en que crecen las
plantas afectan considerablemente la
capacidad androgénica de las mismas.
Los factores ambientales mas criticos
son el fotoperiodo, la intensidad de luz,
la temperatura, la nutricién y la concen-
tracion de CO,. Estos factores incidirian
en la capacidad de producir las divisio-
nes celulares morfogénicas que condu-
cen al desarrollo de embrioides y la re-
generacion de plantas. Este ultimo paso
es critico dentro de todo el proceso, es
altamente dependiente de la calidad del
callo, y esta asociado fuertemente a toda
la historia previa del cultivo. En general,
se ha informado que la utilizacion de an-
teras de las primeras floraciones favore-
ce la respuesta androgénica, mientras
que las colectadas al final de la estacion
muestran una menor respuesta al culti-
vo, generando una menor cantidad de
embrioides. En Brassica napus, el creci-
miento de las plantas a bajas temperatu-
ras mejora la produccién de embrioides
obtenidos a partir de anteras.

El estado de desarrollo de las microspo-
ras: en la fase gametofitica de las plan-
tas, que comienza luego de la meiosis,
las microsporas sufren inicialmente una
division mitética asimétrica que da origen
a dos células de distintos tamafios: la ge-
nerativa (mas pequefia y con un nucleo
altamente condensado) y la vegetativa
(mas grande y con un nucleo difuso).
En las gramineas, el nucleo generativo
se divide nuevamente originando dos
nucleos espermaticos. Uno generara el
endosperma ftriploide al fusionarse con
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los dos nucleos polares del saco embrio-
nario, mientras que el segundo fertilizara
a la oodsfera produciendo el cigoto diploi-
de, que constituira el primer paso de la
nueva fase esporofitica. Los embrioides
haploides se originan in-vitro a partir de
una de las vias que se enuncian a conti-
nuacion. Cuando la primera division mi-
tética de la microspora es asimétrica, los
haploides se originan por repetidas divi-
siones de la célula vegetativa, de la ge-
nerativa o de ambas. En cambio, cuando
la primera division mitética es simétrica,
ambas células resultantes contribuyen al
desarrollo del haploide. Por lo tanto, una
célula gamética masculina puede revertir
su desarrollo gametofitico hacia el grano
de polen y dar origen directamente a un
nuevo individuo. En general, las micros-
poras que se encuentran en la primera
division mitotica son las que mejor res-
ponden. Esto varia levemente con la es-
pecie vegetal, pero esta reversion no es
posible luego de iniciada la deposicién
de almiddén. El estadio mas apropiado
para los cereales es el de micréspora
uninucleada media y tardia.

Los pretratamientos: distintos tipos de
estrés aplicados durante el estadio ade-
cuado pueden enmascarar el programa
gametofitico e inducir la expresion de
genes especificos del desarrollo espor-
fitico. Si bien las bajas temperaturas son
consideradas como el mejor pretrata-
miento, también otros pueden estimular
la androgénesis, como el calor, el cho-
que osmdtico, la centrifugacion de las
anteras o hasta una incision en la parte
superior de la inflorescencia donante.
También se citan la poda, la pulverizacion
con etrel, la irradiacion, la reducciéon en
la presion atmosférica, la anaerobiosis,
el tratamiento en una atmosfera satura-
da de agua y la aplicacion de gameto-
cidas. Las bajas temperaturas aplicadas
sobre la planta madre, sobre las yemas
florales jovenes o sobre las anteras, ge-
neralmente estimulan la embriogénesis.
El frio estimula la division mitética simé-
trica de las microsporas. Esto se debe-
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ria a una alteracion en la orientacion del
huso que conduciria a una primera mito-
sis anormal del grano de polen. Por otra
parte, se ha mencionado que las bajas
temperaturas retardan el envejecimiento
de la pared de la antera, lo cual aumen-
taria la supervivencia y la viabilidad del
polen. En general, las temperaturas cita-
das varian entre 2 y 10 °C y la duracion
del tratamiento de 2 a 30 dias. Es impor-
tante determinar la temperatura adecua-
da para cada especie vegetal, aun para
variedades dentro de la misma especie.
En algunas especies, tales como Capsi-
cum annun, avena y algunos genotipos
de trigo se ha logrado éxito con un cho-
que con alta temperatura. Temperaturas
de 30 — 35 °C durante los primeros 1 a 4
dias del cultivo ayudaron a inducir la an-
drogénesis en varias especies de género
Brassica.

La composicion del medio de cultivo: es
otro de los factores importantes para el
éxito en el cultivo de anteras. No existe
una recomendacion general y las varia-
ciones dependen de la especie a cultivar.
a) Medios de induccion: dos tipos de
estrés, osmotico y nutricional, han sido
identificados como causas disparadoras
de la induccion de embriogénesis en las
microsporas de mono y dicotiledoneas.
En tabaco, el cultivo de las anteras en un
medio carente de sacarosa durante los
primeros 6 dias de la etapa de induccion
permiti6 una maxima respuesta andro-
génica. Los carbohidratos cumplen dos
roles fundamentales en los medios de in-
duccién, ya que actuan como osmolito y
como nutriente. Los agentes gelificantes
representan otro aspecto importante en
la evolucion de los medios de induccion.
Tradicionalmente se utiliz6 agar como
gelificante de los medios de cultivo debi-
do a su disponibilidad y bajo costo. Pero
en 1973 se detectd una mejor respuesta
androgénica en tabaco cuando las ante-
ras fueron cultivadas en un medio soli-
dificado con agar y suplementado con
carbon activado. En medios liquidos la
adicién de Ficoll (polimero sintético de



sacarosa, inerte, no idnico y de alto peso
molecular) incrementa la tensién super-
ficial y la viscosidad del medio. De esta
manera, las anteras y callos flotan sobre
el medio liquido y se desarrollan en con-
diciones aerobicas, permitiendo eleva-
das tasas de embriogénesis y de produc-
cion de plantas verdes. En cuanto a los
reguladores de crecimiento, la mayoria
de los cereales requiere de la presencia
de auxinas y de citocininas en el medio
de cultivo y las respuestas parecen de-
pender de los niveles endogenos de ta-
les reguladores. Por ejemplo, para lograr
la induccién en trigo es indispensable el
uso de 2,4-D en concentraciones de 1,5
a 2 mg/l. Existen otras sustancias que,
adicionadas al medio de cultivo, ayudan
en la estimulacion de la androgénesis,
como la glutamina y el inositol. También
se citan otros compuestos inespecifi-
cos como extracto de papa, de batata,
de mandioca, de trigo germinado y de
endospermas de arroz y de maiz. En
ocasiones, si el medio es suplementado
con leche de coco los granos de polen
desarrollan directamente en embrioides.
b) Medios de regeneracion: la variedad
de medios de regeneracién citada es
menor cuando se la compara con la de
los medios de induccion. Los mas utili-
zados son modificaciones derivadas del
medio MS, con concentraciones de car-
bohidratos similares a las utilizadas en
los medios de cultivo de tejidos tradicio-
nales (30g/l de sacarosa), utilizando agar
(0,6%) como gelificante, auxinas menos
poderosas, y un balance hormonal a fa-
vor de las citocininas

Las condiciones de incubacion: las ca-
racteristicas ideales de cultivo son es-
pecificas para cada especie, y aun para
cada genotipo dentro de una misma es-
pecie. Estas afectan particularmente la
tasa de absorcion final de nutrientes y la
regeneracion de plantas verdes. La dura-
cion e intensidad luminica, la temperatu-
ray la orientacion de las anteras sobre el
medio de cultivo pueden tener un efecto
considerable en algunas especies.

Il. Cultivo de Microsporas: comprende la
obtencion de individuos haploides a partir de
microsporas aisladas. Las espigas son pretra-
tadas y las microsporas liberadas son coloca-
das en un medio de cultivo donde desarrollaran
embriones haploides que seran luego transfe-
ridos a un medio de regeneracion para originar
plantulas (figura 5). Este sistema es conside-
rado el de mayor potencial para la produccién
de doblehaploides, debido a que induce a las
miles de microsporas que contiene una flor a
dividirse y producir embriones. La ausencia de
la pared de la antera podria mejorar la nutri-
cion y eliminar las restricciones fisicas para la
androgénesis. El cultivo de microsporas tiene
la ventaja de originar embriones de similar ta-
mano y etapa fisiolégica debido a que pueden
separarse las microsporas de tamafios seme-
jantes por centrifugacion diferencial. La opti-
mizacion de los diferentes pasos criticos para
el éxito de esta técnica puede llevar a la ob-
tencién de una alta cantidad de plantas verdes
con menores costos y esfuerzos. Entre los fac-
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Microsporas — embriones haploides ——— plantas haploides
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Figura 5. El diagrama muestra las diferentes etapas
del cultivo de anteras y de microsporas aisladas.
Para el cultivo de anteras, las etapas requeridas a
partir de anteras hasta la obtencion de las plantas
haploides pueden describirse como sigue: a) yema
floral previo a la antesis, 1b) anteras, 1c) anteras
en cultivo, 1d) y 1e) proliferacién de las anteras, 1f)
callo haploide, 1g) diferenciacién de callo, h) planta
haploide. Para el cultivo de microsporas aisladas:
a) yema floral previo a la antesis, 3b) microsporas
aisladas de una antera, 3c) cultivo de microsporas,

3d) estado multinucleado, 3e) y 3f) embrién en de-
sarrollo.

Biotecnologia y Mejoramiento Vegetal Il 305



tores determinantes de la eficiencia del método
podemos citar:

1.

Genotipo: se han citado cultivares de ce-
bada con una alta respuesta al cultivo de
microsporas, en contraste con otros me-
nos respondedores.

Albinismo: al igual que en el cultivo de
anteras, el numero de plantas albinas
depende del genotipo, y también se ve
influido por la densidad de cultivo de las
microsporas.

Condiciones de crecimiento de la plan-
ta donadora: el mantenimiento de las
plantas en condiciones controladas de
fotoperiodo y temperatura es esencial y
debe ser ajustado en funcién de la espe-
cie. Se han citado excelentes resultados
en cebada cuando las plantas son culti-
vadas en ambientes libres de patégenos,
con alta humedad relativa (60-80%),
fotoperiodo de 16 hs de luz, y adecuado
régimen de fertilizaciéon y riego. Cuando
las plantas crecen estresadas, ya sea
por riego excesivo, sequia, enfermeda-
des, o la aplicacion de algun plaguicida,
la respuesta al cultivo de microsporas es
menor.

Estadio de las microsporas: como se ci-
tara anteriormente para el cultivo de an-
teras, es imprescindible el chequeo del
estadio correcto de las microsporas para
que conserven su capacidad androgéni-
ca.

Pretratamientos: los mas utilizados con-
sisten en el uso de frio, estrés osmotico,
presencia o ausencia de determinados
nutrientes, etc. Se ha demostrado que los
nutrientes disponibles para las microspo-
ras durante el pretratamiento constituyen
un factor decisivo que determina la cali-
dad de los embriones originados.
Densidad de cultivo de las microsporas:
la densidad de las microsporas en cultivo
afecta el desarrollo de las mismas y el
numero de microsporas que entraran en
division. Existe una concentracién mini-
ma para el desarrollo de las microsporas,
y una densidad 6ptima para una mayor
regeneracion. Las condiciones mas favo-
rables deben ser ajustadas en cada caso

y para cada genotipo en particular.
Medio de induccion: se han estudiado
diferentes concentraciones de azucares,
distintas fuentes de nitrégeno organico,
y la adicion de diferentes de auxinas al
medio. En general se sugiere la sustitu-
cion de sacarosa por maltosa como fuen-
te de carbohidratos, la disminucién de la
concentracion de nitrato de amonio, el
agregado de glutamina, y el empleo de
APA (&cido fenil acético) como auxina
para favorecer la induccion.

Medio de regeneracién: la composicion
del medio de regeneracion puede afectar
el vigor y supervivencia de las plantulas.
Kasha et al. (2001), trabajando con ce-
bada, encontraron en este método una
manera eficiente de produccion de DH,
con una mejor respuesta y una menor
dependencia del genotipo que en el caso
del cultivo de anteras. A esto se le suma
la ventaja de contar con una elevada
cantidad de microsporas haploides en un
estado fisioldgico uniforme, que constitu-
yen excelentes blancos para la mutagé-
nesis, la seleccioén y la transformacion.

lll. Hibridacion Interespecifica e Intergené-
rica: en este caso los haploides se originan a
través de la eliminacién del genoma del poli-
nizador. El sistema de hibridacién de trigo x
Hordeum bulbosum, inicialmente descubierto y
empleado con éxito en cebada, ha sido consi-
derado superior al cultivo de anteras por tres
razones:

1.
2.

3.
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La produccién de haploides es mas facil.
El tiempo requerido para la regeneracién
de plantas es menor.

La eficiencia en la regeneracién de plan-
tas parece ser mayor. La gran limitante
de este sistema lo constituye el hecho de
que la mayoria de los cultivares de tri-
go no pueden cruzarse con H. bulbosum
debido a la presencia de los genes de
incompatibilidad, Kr1 y Kr2, y al desco-
nocimiento del estado de estos genes en
los genotipos de trigo y de H. bulbosum
involucrados en los cruzamientos, debi-
do a que los genotipos se seleccionan en
base a criterios agronémicos y no a un
sistema de compatibilidad de cruzamien-



tos con H. bulbosum. Para sortear estos
inconvenientes, se ha sugerido como
alternativa realizar los cruzamientos de
trigo utilizando maiz como polinizador
(figura 6). Luego de la fertilizacién del
ovulo de trigo por el polen de maiz, du-
rante las primeras mitosis del cigoto, los
cromosomas del maiz son eliminados.
Esto se debe a una incompatibilidad en-
tre los cinetocoros de estos cromosomas
y las fibras de los husos acromaticos que
hace que en las primeras anafases los
cromosomas de maiz vayan quedando

rezagados en el citoplasma, donde fi-
nalmente son degradados. El resultado
de este proceso es un embridon haploide
de trigo. Seguidamente, los embriones
inmaduros deben ser rescatados en un
medio de cultivo apropiado. A través de
las cruzas con maiz se han obtenido ha-
ploides de trigo de cultivares tanto com-
patibles como incompatibles con H. bul-
bosum, lo cual sugiere que el sistema de
incompatibilidad no afecta al método de
trigo x maiz, por lo que seria menos de-
pendiente del genotipo.

Figura 6. Produccién 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) Embriones
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 camara de crecimiento
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IV. Ginogénesis in vivo en maiz: el empleo
de lineas con elevada frecuencia de haploides
como polinizadores motivd al desarrollo de
la tecnologia para la obtencion de haploides
maternos in-vivo. Este hallazgo abrié nuevas
posibilidades para el empleo de polinizadores
seleccionados en funcion de su capacidad de
incrementar las frecuencias de haploides. Li-
neas inductoras fueron desarrolladas a partir
del germoplasma de Stock 6 de “elevada ha-
ploidia”. El mecanismo involucrado en la gene-
racion de haploides estaria basado en la falta
de fertilizacion de la oosfera durante la doble
fertilizaciéon. En relacién a este fendmeno se ha
planteado la hipotesis en que se asume que las
lineas inductoras de haploidia presentan dos
células espermaticas con diferente velocidad
de desarrollo (figura 7).

El método de generacion de haploides mater-
nos in-vivo involucra los siguientes pasos:

1. Generacién del cruzamiento del cual se
desean obtener lineas homocigotos (Ge-
neracion parental).

2. Fecundacién de la F1 con polen prove-
niente del inductor de haploidia.

3. Identificacion de granos haploides.

Nucleo Generative

Generacién de Haploides

4. Duplicacién de los individuos haploides.

5. Autofecundacion de las plantas haploi-

des duplicadas.

La identificacion de los granos haploides se
realiza mediante el empleo de genes marcado-
res de color en embrién y endosperma, siendo
el alelo rojo navajo 6 Navajo crown (R-nj) el
mas frecuente. Aquellos cariopses con un em-
brién haploide (r-nj), resultantes de la falta de
fecundacion de la odsfera, pueden distinguirse
claramente debido a la falta de expresion del
marcador antocianico dominante R-njen el em-
brion. Es decir que la expresién especifica del
gen R-nj en el endosperma (Navajo crown) y
en el embrion permite de manera rapida y pre-
cisa identificar aquellos granos con la potencia-
lidad de producir plantas haploides (figura 8).

Duplicaciéon cromosdémica

Después de la duplicacién cromosémica,
ya sea espontanea o inducida, se logra la ho-
mocigosis y se restaura la fertilidad. La planta
haploide, sin duplicar, es estéril por lo que no
podria producir semillas. Entre las técnicas que
han sido utilizadas para la duplicacién de ha-
ploides cabe mencionar:

1. La duplicacién espontanea du-
rante la etapa de callo o de res-
cate de embriones.

Invivo
Nucleo Vegetativo Nucleo Vegetative
o
Nucleo Generative . .
Y ,x ivisién celular
/
) 4
29 "2 ®
as Célula Célla
Esperméticas Espermética 1 Espermati
-@nN
X _en

Embrién Haploide

Endosperma
3n

SACO EMBRIONARIO

Figura 7. Generacion de haploides in-vivo a través de fecunda-
cion incompleta. La célula espermatica se une a los nucleos po-
lares dando como resultado la formacion del endosperma (3n).
La otra célula no logra fecundar a la odsfera produciendo un

embrién haploide (n)

2. Laregeneracion de plantas do-
blehaploides a partir de callos
de médula de plantas haploi-
des de tabaco.

Sustancias quimicas: aunque
se conocen casos utilizando
agentes quimicos tales como
acenafteno, hidrato de cloral,

» DEGENERA 3

Espermitica 1 sulfanilamida, etc., la mayor
.. - eficacia se ha logrado con la

colchicina y el 6xido nitroso.
La aplicacion del 6xido nitroso
bajo presién (2-6 atmosferas)
resulta de especial interés por
su facil penetracion en los teji-
dos y la rapida desaparicion de
los mismos cuando cesa la pre-
sion. Puede utilizarse en flores
recién polinizadas. La ventaja
que presenta este tratamien-
to es que, al poder ser aplica-
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F1 INDUCTOR
r-nj/r-nj o R-nj/R-nj
A
- N
Endosperma R-nj/r-nj R-nj/r-nj

Embrién Z——R-nj/r-nj

r-nj

HIBRIDO HAPLOIDE
SELECCION DE GRANOS
HAPLOIDES

Figura 8. Marcadores de color en embrién y endos-
perma que permiten la seleccion de granos haploi-
des

do durante la primera division mitética
del 6vulo fecundado, se ve reducida la
aparicion de quimeras. Por otro lado, los
residuos de este agente resultan menos
toxicos para la planta que otros que se
aplican en forma liquida, aunque la fre-
cuencia de aneuploides puede ser muy
elevada. La accién de la colchicina fue
descubierta en 1937 y desde entonces
ha pasado a ser practicamente el agente
diploidizante mas importante. Esta droga
actua impidiendo el autoensamblaje de
la tubulina, inhibiendo asi la formacién
de los microtubulos del huso y, en conse-
cuencia, la segregacion anafasica de las
cromatides. Afecta por lo tanto soélo a las
células que se encuentran en division.
Puede aplicarse a plantulas, plantas
adultas, semillas, microsporas y anteras.
El tratamiento puede realizarse utilizan-
do una solucion acuosa donde se su-
mergen las raices, dejando fuera la parte
aérea. También se puede hacer llegar la
solucion al interior de la planta utilizan-
do una jeringa con la dosis deseada (mi-
croinyeccion), o por absorcion de la solu-

cion a través de los tallitos decapitados,
sobre los que se vierte. Otra forma es
tratar los callos con colchicina antes de
trasladarlos al medio de regeneracion.
Este ultimo método permite la obtencién
de gran numero de doblehaploides, pero
presenta la desventaja de que la mayo-
ria de las plantas asi obtenidas son mo-
saicos cromosomicos. Otra alternativa,
para microsporas y anteras, es la adiciéon
del agente duplicador directamente en el
medio de induccion, antes de la primer
mitosis. La diploidizacion en este mo-
mento requiere menos tiempo y esfuerzo
y ha sido utilizada en programas de me-
joramiento de trigo, maiz, Tritordeum vy
arroz. El problema de la suplementacion
del medio de induccion con colchicina es
que reduce la embriogénesis en trigo, si
bien en Oryza sativa y Brassica la puede
incrementar. La duracién del tratamiento
y la concentracion de la solucion varian
para cada especie.

Cualquiera sea el método con que se dupli-
que la planta, un macollo o sélo una yema flo-
ral, lo importante es lograr que las semillas que
éstas produzcan sean viables.

Consideraciones finales

La eleccion de los progenitores y la selec-
cion son etapas decisivas en un programa de
mejoramiento que avanzara luego, generaciéon
tras generacion, hacia una homocigosis que
permita entrar en las etapas de evaluacion.
Ganar tiempo en estos casos puede signifi-
car una reduccion de costos muy importante y
una mas temprana entrada en el mercado de
la nueva variedad. En el caso de una espe-
cie autbgama, como el trigo, es posible ganar
generaciones haciendo dos cosechas en un
ano, especialmente en aquellos cultivares de
corto ciclo vegetativo. Esto, sin embargo, difi-
culta la observacién de algunas caracteristicas
agrondmicas importantes, que no pueden ser
observadas en los genotipos en esas condicio-
nes, atentando contra una seleccion eficiente.
Para los trigos de tipo invernal y facultativos,
con ligeros requerimientos de vernalizacion,
esta ganancia de generaciones no es posible
o0 es compleja. La produccion de individuos
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doblehaploides que puedan participar anticipa-
damente en la etapa de evaluacion agronémi-
ca se plantea como una solucion promisoria a
este problema, reduciendo los tiempos y pre-
supuestos.

Muchos interrogantes quedan aun sin resol-
ver, limitando la aplicacion extensiva de esta
tecnologia a algunos modernos programas de
mejoramiento vegetal. Algunas preguntas a las
que debemos encontrar respuestas son:

En que generacion segregante se aplica el
método de doblehaploides?

¢, Cual es el numero de individuos dobleha-
ploides derivados de un cruzamiento, repre-
sentativo de la variabilidad gamética creada
en la cruza, que permita un aprovechamiento
integral, comparable al logrado con el método
convencional de seleccién a campo?

¢, Como superar la escasa cantidad de semi-
lla producida?

¢ Es una técnica alternativa, o complementa-
ria del mejoramiento tradicional?

¢ La eficiencia en la produccion de dobleha-
ploides, justifica su alto costo dentro de un plan
de mejora?

De acuerdo a Mujeb-Kazi (1998), las gene-
raciones segregantes adecuadas para producir
doblehaploides son la F2 y F3. Si eligiéramos
individuos F3, que ya cuentan con un afio de
seleccion a campo durante la F2 -generacion
que ha mostrado la mayor varianza genéti-
ca entre los dos padres- estariamos evitando
producir un gran numero de plantas dobleha-
ploides que no seran agronémicamente promi-
sorias. No obstante, debemos considerar que
serian necesarios varios cientos de individuos
DH para que el proceso tenga posibilidades de
éxito agronémico.

En general, la produccién de doblehaploides
resulta en un gasto excesivo en comparacién a
los métodos tradicionales de mejoramiento, por
lo cual en la mayoria de los programas solo ge-
notipos élite son sometidos a este sistema. Si
bien el costo de produccién de los DH depende
directamente del método elegido y la eficiencia
lograda, la aplicacién de esta metodologia al
mejoramiento vegetal se vislumbra mas bien
como una herramienta complementaria al me-
joramiento tradicional, y que de ningun modo
intentaria reemplazarlo.
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