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Resumen: La embriogénesis del polen o embriogénesis gamética, es el proceso
mediante el cual las microsporas, como resultado de un tratamiento de estrés que
puede ser térmico, de ayuno, etc. cambian su programa de desarrollo gametofitico por
un programa esporofitico. Se produce un cambio en el proceso de desarrollo del polen,
gue se reprograma y entra en una nueva ruta denominada embriogénica en la cual la
microspora se divide de forma simétrica dando lugar a la formacidon de embriones
haploides que posteriormente se pueden o no diploidizar, regenerandose plantas
haploides o doble-haploides respectivamente. Este proceso de embriogénesis puede
realizarse mediante el cultivo de anteras o mediante el cultivo de microsporas aisladas.
La produccién de homocigotos, a partir del cultivo de anteras, puede ser
especialmente Util en especies con largas generaciones, como ocurre en la mayoria de
las lefiosas, donde los métodos tradicionales de mejora genética resultan
impracticables.
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TERMINOLOGIA E HISTORIA DE LOS HAPLOIDES Y DOBLE-HAPLOIDES

Haploide, es en general el término que se utiliza para plantas esporéfitas que
tienen un numero cromosomico gamético (n). De este modo, en una especie
esporofitica diploide (2n), el haploide podria también ser llamado monoploide (x), ya
gue tiene un solo juego de cromososmas. En especies poliploides, los haploides (n)
tienen mas de un juego de cromosomas y son polihaploides. A la planta haploide
procedente de un autotetraploide (4x) con 4 juegos de cromosomas se la ha llamado
dihaploide. La diferencia entre un dihaploide y un Doble Haploide (DH) es que el doble-
haploide (DH) es aquel haploide cuyo nimero cromosdmico ha sido duplicado, y se ha
formado a partir de un monoploide o un alohaploide, por lo que debe ser
completamente homocigoto, mientras que el dihaploide no es homocigoto, ya que
presenta 2 juegos de cromosomas seleccionados a partir de 4 juegos del
Autotetraploide. Por lo tanto, doble-haploide (DH) es el término que se utiliza para
plantas que poseen dos juegos iguales de cromosomas (n) producidos por duplicacion
espontanea o artificial de un haploide.
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Existen dos tipos de haploides, los que derivan del gameto masculino (haploides
androgenéticos) y los que derivan del gameto femenino (haploides ginogenéticos). Los
primeros trabajos de haploides en plantas fueron realizados por BLAKESLEE et al.,
1922, con la especie Datura stramonium L. y los resultados obtenidos de estas
investigaciones fueron publicados en la revista Science.

METODOS PARA LA OBTENCION DE PLANTAS HAPLOIDES

Existen diversos métodos a través de los cuales se pueden obtener plantas
haploides:

a. Origen espontaneo: se han encontrado plantas haploides que surgen de manera
espontdnea en la naturaleza. Sin embargo en la mayoria de los casos la frecuencia es
demasiado baja como para ser utilizado en programas de mejora.

b. Partenogénesis haploide: uno de los primeros métodos utilizados para la
obtencién de plantas haploides para su aplicacion en programas de mejora fue la
partenogénesis, que consiste en la formacién de un embrién a partir de un évulo no
fecundado (sin la intervencién del gameto masculino). Esta partenogénesis puede ser
inducida in vivo o in vitro mediante la polinizacién con granos de polen triploides o
mediante la polinizacién con granos de polen irradiados o inactivos por tratamientos
fisicos o quimicos (GERMANA y CHIANCONE, 2001). La patata, la remolacha, la cebolla y
el pepino, son quizas los mejores ejemplos de cultivos en los cuales la partenogénesis in
vitro ha proporcionado un método practico para la obtencién de frecuencias
relativamente altas de haploides (METWALLY et al., 1998). Las ventajas de esta técnica
serian, por un lado, la buena estabilidad genética de los dobles haploides obtenidos y por
otro lado, la ausencia de plantas albinas. Sin embargo, aunque en la remolacha hay una
gran influencia del genotipo sobre la partenogénesis haploide, en la mayoria de las otras
especies los rendimientos son muy bajos. La diploidizacién de los haploides inducidos es
todavia ineficiente, y la técnica esta restringida solamente a la produccion de doble
haploides no pudiéndose utilizar para transformacién de plantas. Otro sistema para la
formacioén de plantas haploides es la semigamia, que ha sido empleada en el algodén
(TURCOTTE y FEASTER, 1974). La semigamia representa un proceso de fertilizacion
anormal, donde el nidcleo masculino penetra en el évulo, pero no se fusiona con el nucleo
del dvulo. Los nucleos del gameto masculino y femenino se dividen independientemente,
dando lugar a un embridon quimérico que presenta algunos sectores de tejido haploide
procedentes del gameto masculino y otros procedentes del gameto femenino. Mediante
el uso de marcadores genéticos visibles, estos sectores pueden ser distinguidos y los
haploides se pueden aislar (KASHA y MALUSZYNSKI, 2003).

c. Hibridacion distante seguida de eliminacion cromosdmica: el camino para
conseguir haploides via eliminacién cromosdémica esta basada en el cruzamiento de dos
especies relativamente distantes una de la otra. Los cromosomas de una de ellas son
eliminados después de la fertilizacidon y durante la embriogénesis temprana. Esta técnica,
esta bien desarrollada en cebada y trigo. En cebada, los haploides se consiguieron
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mediante la polinizacién de plantas de Hordeum vulgare con Hordeum bulbosum, un
pariente silvestre que puede propagarse vegetativamente. La fecundacion ocurre, pero
durante las primeras divisiones del cigoto hibrido los cromosomas de Hordeum bulbosum
son eliminados, formandose un embrién con sélo cromosomas de Hordeum vulgare, en
condicidn haploide. La semilla que se obtiene no tiene endosperma normal, por lo que los
embriones haploides deben ser rescatados y puestos en medios nutritivos
suplementados con hormonas, para que regeneren plantas haploides. Las plantas
haploides asi obtenidas son tratadas tempranamente con colchicina para producir tejido
doble-haploide, y a partir de éste, semillas haploides duplicadas.

d. Ginogénesis in vitro: consiste en la formacidon de embriones que contienen
solamente los cromosomas maternos, debido a que no hay una fusion de los nucleos de
los gametos masculino y femenino. Este método ha sido muy utilizado para la inducciéon
de haploides en gimnospermas (Fig. 1). Sin embargo, en angiospermas, se ha utilizado
como alternativa, en aquellas especies que no responden al cultivo de anteras. La
Ginogénesis in vitro se puede llevar a cabo mediante el cultivo de sacos embrionarios,
ovarios u évulos no polinizados 6 bien évulos aislados (KELLER y KORZUN, 1996).
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Figura 1. Esquema del desarrollo del megagametofito de coniferas in vivo y diferentes rutas del desarrollo
de la ginogénesis in vitro.

e. Embriogénesis gamética o embriogénesis del polen in vitro: En plantas
superiores, los individuos haploides también pueden obtenerse mediante el cultivo de
anteras o de microsporas aisladas, en medios nutritivos donde se estimula la division
celular de las microsporas y posteriormente la regeneracién de una planta aprovechando
la totipotencia de las células vegetales (MALUSZYNSKI et al., 2003). La microspora
cultivada in vitro, después de ser sometida a un proceso de estrés, abandona su
programa de desarrollo gametofitico, para multiplicarse y originar un embrién v,
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posteriormente, una planta haploide (Fig. 2). La duplicacion cromosdmica puede
producirse de manera espontanea, o puede ser inducida mediante la aplicacién de
distintos agentes antimtoticos (colchicina, amiprofos metil, trifluralina, orizalina,
pronamida, etc...).

In vivo
Mitosis
Meiosis asumetrlca
—
Célula madre del Mi Pol
polen diploide (2n) Tetrada 4 mlcros oras v:é?: a?;l;a sl
haploides (n
o
In vitro K .
Embriogénesis directa
Callo

5
Estructura
multinucleada

@
&

Embridn haploide

Embriogénesis indirecta

Organogénesis indirecta

Figura 2. Esquema de la microsporogénesis in vivo de las Angiospermas y diferentes rutas del desarrollo
de la embriogénesis del polen in vitro.

MICROSPOROGENESIS Y MICROGAMETOGENESIS

El ciclo de vida de las Angiospermas, se alterna entre una generacién dominante
diploide (esporofito) y una generacién haploide (gametofito). La generacion esporofitica
es la planta adulta desarrollada a partir de la germinacidon de la semilla. La fase
gametofitica es relativamente corta y tiene lugar en dos fases distintas de desarrollo
distintas y sucesivas que conducen a la formacién del microgametofito maduro (grano de
polen maduro). Estas fases son: la microsporogénesis y la microgametogénesis (Fig .3).
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Figura 3. Esquema de la microsporogénesis y de la microgametogénesis in vivo de las Angiospermas.

La microsporogénesis, es el proceso de gametogénesis en el drgano masculino de la
flor, denominado androceo, y mas especificamente en las anteras, que conduce a la
formacién de microsporas unicelulares haploides. En primer lugar, en el interior de los
sacos polinicos de las anteras se encuentran localizadas las células madre del polen,
microsporocitos primarios diploides, o meiocitos que se dividen por meiosis, formando en
esta primera division un par de células haploides o microsporocitos secundarios. La
segunda division meidtica dara lugar a cuatro microsporas haploides que se mantienen
juntas rodeadas por una pared de calosa constituyendo la denominada tetrada. En esta
etapa de tetrada tienen lugar distintos procesos, uno de ellos es la formacién de la exina.

A continuacion se producira la microgametogénesis, que es el proceso que conduce
al progresivo desarrollo de las microsporas unicelulares hasta la formaciéon de
microgametofitos maduros (polen maduro). A medida que las microsporas se van
desarrollando, la calosa se va disociando dejando en libertad las cuatro microsporas
individuales que comienzan a aumentar su tamafio. Durante la larga interfase de la
microspora tienen lugar grandes cambios metabdlicos y estructurales de la microspora
que afectan al citoplasma y al nucleo. Al final de este periodo, comienza la formacién de
una gran vacuola, que ocupa casi toda la célula, y que obliga al nlcleo a migrar a una
posicidn periférica en la célula, donde sufre una divisidn mitdtica asimétrica que recibe el
nombre de primera mitosis del polen. Como resultado se obtiene un grano de polen
bicelular que tiene una célula generativa (CG) mas pequeia y una célula vegetativa (CV)
de mayor tamafio. Estas dos células se encuentran separadas fisicamente mediante el
fragmoplasto. El nucleo de la célula vegetativa migra hacia el centro, mientras que el
nucleo de la célula generativa permanece en la periferia del grano de polen. La célula
vegetativa contiene la mayor parte del citoplasma del polen, ARN y proteinas, y presenta
un nucleo con la cromatina poco condensada. En contraste, la célula generativa posee
pocos organulos, el nlcleo presenta una cromatina muy condensada. Por otro lado, la
célula vegetativa tiene una elevada actividad transcripcional dirigida a producir la
maquinaria necesaria para la formacién del tubo polinico, mientras que la célula
generativa tiene un baja actividad transcripcional, ya que su principal funcion es la
replicacién de ADN para la formacion de los gametos. La célula vegetativa formara el tubo
polinico al germinar en el estigma, mientras que la célula generativa se va a dividir de
nuevo (segunda mitosis del polen), dando lugar a las dos células gaméticas haploides
implicadas en la doble fertilizacion. En pinaceas sélo se divide el nlcleo en dos nucleos
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espermaticos, sin formar células separadas. Por ultimo, uno de estos gametos se fusiona
con la ovocélula haploide dando lugar a un cigoto diploide que desarrollard la proxima
generacion esporofitica, formando un embrién. El otro gameto masculino se fusiona con
los dos nucleos polares haploides localizados en la célula del centro del saco embrionario,
produciendo un tejido nutritivo triploide llamado endospermo. El cigoto sufrird una
division desigual en el apice que dard lugar al embrion y otra en las células basales que
dard lugar al suspensor.

EMBRIOGENESIS DEL POLEN (EMBRIOGENESIS GAMETICA)

Las microsporas, normalmente, se desarrollan y dan lugar a los granos de polen
mediante el proceso de microgametogénesis (Fig.3), pero como resultado de distintos
pretratamientos inductores aplicados al polen cultivado in vitro o ex vitro (estrés por
choque térmico, ayuno, hormonas, vitaminas, sacarosa, rayos Y y  y tratamientos de
frio), las microsporas abandonan su programa natural de desarrollo gametofitico,
redireccionando su desarrollo hacia una ruta esporofitica o embriogénica que conlleva la
formacién de pseudoembriones haploides, cominmente denominados embrioides, que
posteriormente daran lugar a plantas haploides y doble-haploides. Este fendmeno es un
excelente ejemplo de la totipotencia celular de las plantas, y se define como
embriogénesis gamética o embriogénesis del polen (Fig. 4).
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Mlcrospora f"
vacuolada — e

S G G S structur
Mitosis simétricas E . Proembrion

multinucleada
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haploide

Polenbicelular
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Figura 4. Esquema de la embriogénesis del polen o embriogénesis gamética in vitro de las Angiospermas.

La ruta esporofitica comienza una vez que los tratamientos de estrés son aplicados
a las microsporas. Durante la fase de pretratamiento, las microsporas se hinchan y su
citoplasma, vacuola y nucleo, sufren una reorganizacién estructural y posicional. La
vacuola se fragmenta y las microsporas pasan a tener ocho o mas vacuolas que forman
un circulo en el citosol. El nlcleo migra a una posicién central y es rodeado por un
citoplasma condensado que forma unas ramas citopldsmicas que pasan a través de las
pequefias vacuolas y que conectan el citoplasma perinuclear con el citoplasma
subcortical. Estas caracteristicas pueden observarse en microsporas estresadas, tanto en
el estado uninucleado tardio, como en el estado bicelular temprano,
independientemente también, del tipo de estrés que se haya aplicado. Las microsporas
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qgue adquieren esta estructura son denominadas microsporas estrelladas (“star-like”), y
son consideradas microsporas embriogénicas que tienen todo el potencial para
completar el desarrollo esporofitico.

El fendmeno de la embriogénesis del polen fue descrito por primera vez por GUHA
y MAHESHWARI (1964), usando la planta solanacea Datura innoxia. Estos investigadores
vieron que cuando las anteras de Datura innoxia se cultivaban en un medio con sales
minerales suplementado con hidrolizado de caseina, AIA y kinetina, un gran nimero de
granos de polen llegaban a ser embriogénicos, y transcurridas seis o siete semanas de
cultivo, empezaban a emerger de la antera los primeros embrioides. Afios mas tarde,
Nitsch y Norrel (1973), utilizaron un sistema mas efectivo que consistia en el aislamiento
de microsporas de Datura innoxia a las que sometian a un choque térmico que alteraba la
division polar de las microsporas en la primera mitosis, dando como resultado la
formacién de polen embriogénico.

El gran interés en haploides surgié a partir de la organizacién del “Primer Simposio
de Haploides en plantas superiores” en 1974 en Canadd. Desde entonces se han llevado a
cabo numerosas investigaciones con el objetivo de establecer técnicas eficientes para la
produccién de haploides y doble haploides en un gran nimero de especies. Las recientes
innovaciones cientificas y tecnoldgicas, han proporcionado un mayor entendimiento de
los mecanismos de control que subyacen que ha hecho resurgir el interés de los
haploides en plantas superiores.

Desde los primeros estudios de embriogénesis gamética, la aplicacidén del cultivo de
anteras y microsporas ha sido documentada en mas de 200 especies de angiospermas. En
la actualidad, Hordeum vulgare, Nicotiana tabacum vy Brassica napus, son los tres
sistemas mejor estudiados en la induccion de embriogénesis gamética.

La embriogénesis gamética mediante el cultivo de anteras o de microsporas
aisladas es, hoy en dia, uno de los métodos mas utilizado y mas efectivo para la
regeneracion de plantas haploides y doble-haploides. (Fig. 5)

El cultivo de microsporas aisladas presenta mayores ventajas respecto al cultivo de
anteras, ya que la presencia de las paredes de la antera en el cultivo hace mas dificil
conocer con exactitud los factores que influyen directamente en la induccion y posterior
desarrollo embriogénico del polen. Sin embargo, en el cultivo de microsporas aisladas, los
gametos masculinos inmaduros son aislados antes del cultivo, eliminando todo el tejido
somatico de la antera a partir de diferentes métodos, lo que evita la regeneracion de
embriones diploides a partir de tejido somatico. No obstante, el rango de especies en las
que se puede emplear el cultivo de microsporas aisladas es mas limitado que el del
cultivo de anteras.
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Figura 5. Representacion esquematica de la embriogénesis del polen in vitro y formacion de plantas
haploides mediante el cultivo de anteras y microsporas.

FACTORES QUE AFECTAN A LA EMBRIOGENESIS DEL POLEN

La capacidad embriogénica del polen es dependiente de varios factores entre los
gue destacan los siguientes:

a. Genotipo de la planta donante.

26



Reduca (Biologia). Serie Botanica. 7 (2): 19-33, 2014.
ISSN: 1989-3620

b. Estado fisioldgico y condiciones de crecimiento de la planta donante.

c. Estado de desarrollo de la microspora.

d. Pretratamiento de los botones florales o tratamientos de induccién en las
microsporas (choque térmico, ayuno, etc.).

e. Condiciones del medio de cultivo (composicién del medio de cultivo, densidad
celular de microsporas, etc.).

a. Genotipo de la planta donante

El genotipo de la planta donante es considerado un factor determinante en la
respuesta embriogénica de las microsporas tanto de plantas herbaceas como de
plantas lefiosas. Asi, por ejemplo, estudios realizados sobre Solanum tuberosum
indicaron que la capacidad para desarrollar la embriogénesis del polen estd
controlada por mas de un gen y que estos genes son recesivos (SMYKAL, 2000). En
el caso del maiz y mediante el analisis con marcadores RFLP, se han podido
identificar diferentes regiones sobre determinados cromosomas que estdn ligadas
al proceso de embriogénesis gamética (BEAUMONT et al., 1995).

b. Estado fisioldgico y condiciones de crecimiento de la planta donante

Los resultados del cultivo de anteras y/o microsporas, son altamente
dependientes de las condiciones de crecimiento, de la calidad y de la variedad de
la planta donante. Las condiciones dptimas para cada especie son muy diferentes.
Las condiciones de floracién natural (intensidad de la luz, duraciéon del dia,
régimen de temperatura, humedad, etc...) son normalmente las mejores para
producir anteras que den una respuesta altamente embriogénica cuando se
utilizan en experimentos de regeneracion. Cualquier infeccién o estrés de la
planta donante, conduciria a un bajo éxito en la induccién de embriogénesis
gamética (WANG et al., 2000).

Segun estudios realizados en coniferas, los factores ambientales tales como
temperaturas bajas o altas, o la sequia, pueden causar graves irregularidades
meidticas in vivo. Durante los veranos muy calidos, algunos cultivares de Hevea
brasiliensis tenian anteras que contenian microsporas estériles y muy poco
diferenciadas, por lo que no se obtenian embriones a partir de estas microsporas
(CHEN, 1990).

La edad del material vegetal también tiene una gran influencia en la eficacia del
proceso de embriogénesis de las microsporas. Por ejemplo, en cebada, las cinco
primeras espigas tienen de un 15% a un 20% mads de regeneracion que las espigas
mas tardias. Las inflorescencias mds jovenes muestran una mayor respuesta
embriogénica en sus granos de polen que las mas viejas (CHUPEAU et al., 1998).
Sin embargo, en Aesculus carnea, las anteras de los arboles mas viejos (a partir de
60 — 100 afios) presentan una respuesta androgénica de aproximadamente un
20%, mientras que las anteras de arboles jovenes (de 20 — 40 afios) tienen una
respuesta de alrededor del 9% (MARINKOVIC y RADOJEVIC, 1992).
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Estado de desarrollo de la microspora

El estado de desarrollo de las microsporas es otro factor importante a tener en
cuenta para que se lleve a cabo con éxito la embriogénesis del polen. Aunque este
estado de desarrollo varia de una especie a otra, el estado 6ptimo para la
induccion en la mayoria de las especies estudiadas se encuentra entre el estado
uninucleado tardio (microspora vacuolada) y el polen bicelular temprano. Estas
microsporas serian potencialmente androgénicas, y al ser estimuladas mediante
cualquier tipo de estrés van a ser capaces de parar su desarrollo gametofitico
hacia la maduracién del polen, para cambiar su desarrollo hacia una ruta
esporofitica, que dard lugar a un embridn.

Estudios sobre la ultraestructura de las microsporas, junto con estudios
citoquimicos, inmunoquimicos e hibridacién in situ, han demostrado que la etapa
mas favorable para la induccién de embriogénesis gamética en Capsicum annum,
es cuando el nucleo de la microspora muestra rasgos o caracteristicas de una
transcripcion activa (TESTILLANO et al., 1995).

Pretratamiento de las microsporas

Algunas especies vegetales presentan anteras con microsporas que tienen de
forma natural un potencial embriogénico inherente, sin embargo, las frecuencias
de androgénesis natural, sin ningun tratamiento de estrés, son normalmente muy
bajas. Por lo tanto, para conseguir una produccion eficiente de haploides, se
requiere la manipulacion artificial de las microsporas, lo que implica una serie de
pretratamientos para que las microsporas cambien desde su proceso natural de
desarrollo para formar polen, a un proceso de desarrollo alternativo que les lleve
a la formacién de embriones, es decir, en lugar de seguir una ruta gametofitica,
sigan una ruta esporofitica.

Estos pretratamientos se pueden aplicar tanto in vivo como in vitro y tanto a los
botones florales enteros, como a las anteras o a las microsporas aisladas, y
pueden ser tratamientos fisicos, fisiolégicos y quimicos, en forma de choques
térmicos (de frio o de calor), ayuno (ausencia de azlcar o de nitrégeno en el
medio), o tratamientos quimicos en la escision de espigas, anteras o microsporas.
Independientemente del tipo y del tiempo de aplicacidén, estos tratamientos
pueden actuar como sefial o estimulo para desencadenar el programa de
desarrollo esporofitico en las microsporas. Existen también otros estimulos
externos que pueden actuar desencadenando o aumentando la embriogénesis de
las microsporas, como son, por ejemplo, estrés por falta o exceso de agua,
condiciones anaerdbicas, radiacion gamma e inductores quimicos. Todos estos
factores pueden actuar solos o en combinacidén, para alcanzar una dptima
conversion de las microsporas en células embriogénicas.
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e. Condiciones del medio de cultivo

Después del pretratamiento, las microsporas son cultivadas en un medio de
cultivo especifico donde se lleva a cabo la division celular y la diferenciacién. La
composicion de este medio de cultivo es también importante para la
embriogénesis de las microsporas.

Para un reducido numero de especies, las condiciones inductivas de
embriogénesis gamética, permiten el uso de medios de cultivo simples que
contienen Unicamente macro y micronutrientes, sales, vitaminas, mio-inositol y
sacarosa. En los casos de la cebada, patata y trigo, y tanto en el cultivo de anteras
como de microsporas, la sacarosa es remplazada por maltosa. Los medios con
maltosa como fuente de carbono muestran cambios insignificantes en cuanto a la
osmolaridad a lo largo del tiempo, dando lugar a la produccién de embrioides de
mejor calidad y con un mayor porcentaje de germinacion que los formados en los
medios con sacarosa. Los efectos positivos de la maltosa sobre el cultivo de
microsporas podrian también ser debidos al efecto de ayuno de las microsporas,
ya que una baja hidrélisis de maltosa proporciona una insuficiente cantidad de
glucosa. El rango de osmolaridad éptimo en el medio de cultivo para prevenir la
lisis de las microsporas se sitla en torno a 300 — 320 mOsmoles. Kg'1 H,0, lo que
equivale a 0.3 M de manitol 6 0.25 M de sacarosa.

Sin embargo, en la mayoria de las especies se requiere la presencia de
reguladores de crecimiento (auxina, citoquinina, o la combinaciéon de ambas) en el
medio de cultivo para incrementar tanto la calidad como el nUmero de embriones
formados a partir de las microsporas. (SMYKAL, 2000). Aunque no hay un acuerdo
respecto a la combinacion éptima de los reguladores de crecimiento en el medio
de cultivo, un criterio generalizado es que se debe usar la concentracidon mas baja
posible para producir embrioides. La inclusion de ABA, 2,4-D y BAP en la fase de
pretratamiento es también beneficiosa en algunos casos para que se produzca la
induccion embriogénica.

Algunos autores, sugieren que la suplementacion de los medios de cultivo con
aminoacidos, tales como serina y glutamina y el tripéptido glutation (y-glutamil-L-
cisteinil-glicina), favorecen la embriogénesis gamética (SMYKAL, 2000).

Otro aspecto importante para la induccién de embriogénesis de las microsporas,
es la presencia de ovarios en el medio de cultivo. Cuando los ovarios son anadidos
al medio de cultivo de microsporas de trigo, el nimero de pre-embrioides,
embrioides y plantas regeneradas, se incrementa significativamente (ZHENG et
al., 2002). En los cultivos de microsporas desprovistos de ovarios, se paran las
divisiones a los 14 dias, aproximadamente, por lo que se aborta el desarrollo
embriogénico. Estos ovarios, aparentemente proporcionan sustancias esenciales
gue aceleran y mantienen las divisiones de las microsporas.
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En cuanto a la densidad de microsporas en el medio de cultivo, se han publicado
diferentes rangos en la bibliografia. Algunos investigadores consideran que una
densidad no muy elevada de microsporas en el medio de cultivo (de 2x10* a 2x10°
microsporas por mililitro) resulta efectiva para que se produzca la induccién de
embriones, ya que facilita la competicién por los nutrientes, oxigeno y espacio
para las divisiones celulares y por lo tanto la formaciéon de embrioides. El rango
éptimo de densidad de microsporas en el medio de cultivo serfa de 5x10° a 2x10*
microsporas por mililitro (ZHENG et al., 2003).

IMPORTANCIA DE LAS PLANTAS DOBLE-HAPLOIDES EN LA MEJORA GENETICA

La embriogénesis gamética y la tecnologia haploide resulta prometedora para
contribuir a la mejora vegetal, dirigida al incremento de la productividad en los cultivos y
de la calidad de los productos alimentarios, sobre todo en paises en desarrollo, pudiendo
contribuir a paliar el hambre y a reducir la cantidad de poblaciéon afectada por
enfermedades debido a la malnutricion en todo el mundo. Por tanto, seria conveniente la
inversion en investigacion agricola encaminada a la efectiva utilizacion de |la
embriogénesis gamética y la tecnologia haploide en la mejora de todas las especies
(GERMANA, 2011)

La produccién de plantas haploides y sobre todo, doble-haploides a través de la
embriogénesis gamética es el método mas empleado hoy dia para obtener plantas
completamente homocigotas en una sola generacién, ya que permite en un Unico paso el
desarrollo de lineas homocigotas completas, a partir de parentales heterocigotos, con las
que abordar otras estrategias como la seleccidon in vitro de caracteres de interés
(tolerancia a situaciones de estrés, patégenos, etc.) o la creacidn de nuevas variedades,
ademas se pueden producir cientos (potencialmente miles) de individuos a partir de un
solo donante. Es una herramienta fundamental en la mejora vegetal ya que permite
acortar el plazo requerido para la obtencién de nuevas variedades, siendo un buen
complemento en los programas de mejora tradicionales y sobre todo, es especialmente
util en especies con largo ciclo reproductivo con una fase juvenil de varios afos, una
fuerte tendencia a la alogamia y alto grado de heterocigosidad, como ocurre en la
mayoria de las lefiosas donde los métodos tradicionales de mejora genética resultan
impracticables.

Si se produce duplicacién cromosémica en alguna etapa durante la embriogénesis,
las plantas regeneradas a partir de las microsporas son completamente homocigotas

(doble haploides), es decir, son individuos homocigotos fértiles.

Estas plantas doble-haploides obtenidas a partir de embriogénesis gameética,
proporcionan un excelente material para:

e Investigacion bdasica relacionada con la embriogénesis y la biologia del
desarrollo de las plantas, ya que los doble-haploides pueden ser utilizados como
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sistema modelo para estudios de desarrollo in vitro de embriones sin la
interferencia de tejido materno, debido a la gran similitud que presentan los
embriones derivados de microsporas con la embriogénesis cigbtica,

e Mejora genética de plantas.
e Reducir el tiempo y el costo para desarrollar nuevas variedades.

e Estudios genéticos (herencia de caracteres cualitativos y cuantitativos, deteccion
de ligamientos genéticos, determinacion de valores de recombinacién génica,
deteccion de posibles interacciones genéticas y eliminacion del componente
dominante, lo cual permite la expresién diferencial de caracteres de naturaleza
recesiva, hibridacién in situ, transformacidn genética, mapas genéticos,
marcadores ligados a genes, clonacion de genes de interés). Los doble-haploides
se utilizan en transgénesis para evitar la formacién de hemicigotos y de esta
manera ahorrar tiempo y recursos en la produccién plantas transformadas con el
transgen de interés en los dos cromosomas homalogos,

e Estudios de mutagénesis, ya que los doble-haploides son una herramienta muy
util para la seleccion genética y “screening” de mutantes recesivos, al no estar
afectado el fenotipo de las plantas resultantes por los efectos de dominancia, por
lo que la deteccidn y seleccidn de genes recesivos puede realizarse facilmente.
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