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RESUMEN

Con el objeto de lograr la diferenciacién de tejidos a partir de anteras de
fresa, se inocularon en condiciones asépticas, anteras de los cultivares Hokowase
y Donner, utilizando el medio de cultivo de Linsmaeir y Skoog, adicionado con
30 g/l de sacarosa, 10 ppm de 6-BA (6-bencilademina), 1 ppm de ANA (4cido
naftalenacético) v 8 g/1 de agar, Después de 30 dias de cultivo a 26 &+ 1°C y
en luz continua de aproximadamente 1500 lux, se indujo la diferenciacion de
9 plantas y la formacién de 639 callos de 2970 anteras inoculadas. Para un
anilisis mis completo de las respuestas im wvifro, se realizaron observaciones con
los microscopios dptico, electrénico de transmisién y de barrido.

SUMMARY

In order to induce tissue differentiation from anthers of strawberry plants,
anthers from plants of the Hokowase and Donner cultivars were inoculated on
Linsmaier and Skoog medium under asceptic conditions, adding 30 g/1 sucrose,
10 ppm 6-BA, 1 ppm NAA and 8 g/l agar. After 30 days in culture at 26 —+
1°C and under approximately 1500 lux of continous light, the differentiation
of 9 out of 2970 anthers were induced, to stems and leafs. Observations were
made with optical miscrocopy, transmission and scanning electron microscopy
to be able to make a more complete analysis of the responses in wvitro.

[NTRODUCCION

La necesidad de contar con plantas cada vez mais eficientes en rendimiento,
resistencia a enfermedades, precocidad y demds caracteristicas agronémicas, ha
propiciado el desarrollo de metedologias especializadas como el cultivo de anteras
in vitro. Esta técnica ha permitido la obtencién de plantas haploides a partir del
desarrollo de las microsporas en tabace (Linsmaier y Skoog, 1963), crisantemo
(Tizuka et al., 1973; Watanabe et al., 1972), Datura {Guha y Maheshwari, 1964,
1966; Sopory y Maheshwari, 1976), maiz {Tsun-Wen ¢t al.,, 1975), trigo (Tsun-
Wen et al., 1973) y otras especies.

Al micio de la década de los setentas, se describe por vez primera la utilizacién
de esta metodologia en la fresa, posiblemente justificada por la importancia econd-

* Parte del trabajo desarrollado en la Universidad de Nagoya, Japdén en el afio de 1976.
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mica que reviste su explotacién comercial y el tiempo que tarda el mejoramiento
genético tradicional. La posibilidad de obtener plantas homocigbticas a través
del desarrollo y diferenciacion de las micresporas, ha sido una perspectiva que
brinda un atractivo panorama para este tipo de estudios; sin embargo, no se han
satisfecho completamente estos objetivos al carecer de informacién suficiente, res-
pecto al comportamiento de las anteras de fresa in vitro.

Fowler et al. (1971) comunican por vez primera el cultivo de anteras de
fresa. sefialando la formacién de callos en el cultivar Surecrop, al comparar cuatro
diferentes etsados de maduréz de las ant-ras; los an lisis al microscopio indicaron
que dichos callos fueron originados en la region vascular de la antera y en algunos
casos en el tapete, El mayor nimerc de callos se observé en las anteras que
provenian de las flores mas jévenes de los cuatro estados de desarrollo probados.

Nishi et al. (1974} lograron la diferenciacién de plantas de fresa en dos cul-
tivares a partir de anteras sometidas a 25°C y 12 horas de fotopericdo a una
intensidad luminica de 3,000 lux, utilizando el medio de Linsmaier y Skoog (19653).

Rosati et al. (1975) determinaron las condiciones para la obtencién de callos
aproximadamente en un 709 al probar 9 diferentes cultivares y la diferenciacién
de plantas a partir de estos callos a los 70 dias de cultivo; estos autores obtuvieron
46 plantas de cuatro diferentes cultivares. Todas las plantas tuvieron igual nmimero
cromosdmico que las cultivadas, ya que se formaron de tejidos somaticos,

Angel* eniatiza la obtencién de callos a partir de anteras de fresa. sefialando
que éstos se originaron del tejido epidérmico de la antera.

La poca informnacién que se ha obtenido de los resultados experimentales acerca
del comportamiento de las anteras de fresa, motivo la realizaciéon de esta inves-
tigacioén, cuya finalidad fue la de evaluar las condiciones de cultivo in wzitro para
anteras de fresa y estudiar el origen estructural de las callosidades obtenidas, para
lo cual la utilizacién de la microscopia electrénica fue un auxiliar en la observa-
cion y estudio de algunas fases importantes de la organogénesis.

MATLERIALES Y METODOS
1. Cultivo de Anteras

Se seleccionaron botones florales de aproximadamente 3 mm de largo en los
cultivares Hokowase y Donner crecides en invernadero; fueron desinfectados su-
perficialmente con hipoclorito de calcio al 495 durante 15 minutos. Las anteras
en general fueron de | mm de largo, tamafio que esiuvo correlacionado con el
estado uninucleado de los granos de polen seglin observaciones previas. Fueron
inoculadas 9 anteras en cada tubo de ensaye que contenia 3§ ml de medio de
cultivo Linsmaier y Skoog (1965}, complementado con 30 g/1 de sacarosa, 10
ppm de 6-BA, ! ppm de ANA y 8 g/l de agar. El pH del medio de cultivo se

* Comunicacién personal Ing. Arcclia Angel P., Ayudante de Investigacién de la Rama
de Genética, Colegio de Postgraduados, Chapingo, México, 1977.
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ajusté a 5.7-3.8, utilizando HCL y NaOH, IN. Un total de 2,970 anteras de
ambos cultivares fueron inoculadas en un tiempo de tres meses y se mantuvieron
a 26 = 1°C y luz continua de 1,500 lux aproximadamente.

2. Microscopia Electrénica

De las anteras cultivadas que evidenciaron cambios con respecto a las no cul-
tivadas, se seleccionaron muestras para ser observadas al microscopio electronico
de transmision (Hitachi HU-12A) y el microscopio de barrido {Hitachi modelo
HSE-S). Para las observaciones al microscopio de transmisidn, los tejidos fueron
fijados con OsQ, (tetréxido de osmio) al 29 durante 9 h, deshidratados con una
serie de etanol, tratados con oOxido de propileno e incluidos con resina Spumr
(1969). Las ultrasecciones se cortaron con navajas de cristal utilizando un ultra-
micrétomo (Sorvall MT-2) y se tifieron con acetato de uranilo. Previo a la ob-
servacién ultraestructural, los primeros cortes de cada material incluido, fueron
pasados a un portaobjetos, tefiidos con azul de metileno y observados con micros-
copio Optico para tener una visibn general del material a observarse en el mi-
croscopio electrénico de transferencia. El plano de corte para todas las observa-
ciones fue transversal. Para el microscopio de barrido el material se fij6 con
glutaral-dehido al 4% durante 4 h, utilizando un amortiguador de fosfato pH
7.3, 0.1 m y finalmente los tejidos fueron cubiertos con oro.

RESULTADOS

A los ocho dias de inoculadas se observd que algunas anteras mostraron color
claro y otras se ennegrecieron, independientemente del cultivar utilizado; las de
color claro generalmente se encontraban “hinchadas” y las negras no mostraron
cambjo aparente. Cumplidos los 15 dias de cultivo, las anteras negras fueron
desechadas al no manifestarse ningiin cambio.

El resto fue observado al estereomicroscopio a los 30 dias aprecidndose la rup-
tura de la epidermis y la emergencia de callosidades (Fig. 1A). A los 30 dias
después de la inoculacién se cuantificd la formacién de callos (Tabla T) y se
aprecié la diferenciacién de tallos y primordios foliares, siendo observada en dos
casos para el cultivar Hokowase y siete para Donner (Fig. 2).

Las anteras en condiciones de cultivo mostraron cambios morfoldgicos compa-
rativamente con las no cultivadas (Fig. 1B). La divisién celular y la organogénesis
ocurrieron alrededor del haz vascular (Fig. 1D). En observaciones ultraestruc-
turales se advirtieron perfiles redondos en los espacios intercelulares y abundantes
aparatos de Golgi y granos de almidén en el interior de las células soméiticas en
cultivo (Figs. 1E y F).

En estas investigaciones, los granos de polen observados en las anteras al mo-
mento de la inoculacién se encontraron en estado uninucleado (Fig. 1G}.
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Figura 1. Antcras de fresa cultivadas in vitre. (A). Apariencia de la antera y callos a los
30 dias de incubada. (B). Corte transversal de una antera en condiciones normales: a,
granos de polen; b, tapete; ¢, tejido conectivo (110X). (C). Ultraestructura de un grano
de polen mostrando estado uninucleado: a, nfcleo; b, nucléolo; ¢, vacuola (2300X). (D).
Division de células del parénquima; a, granos de polen (218X). (E). Espacio intercelular
mostrando vesiculas: a, membrana plasmitica; b, reticulo endoplasmitico; ¢, mitocondria
(11400X). (F). Espacio intercelular; a, vesiculas; b, lipidos; ¢, nacleo; d, vacuolas; e,
aparate de Golgi f, reticulo endoplasmatico (6340X).
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TasLa I. FORMACION DE CALLOS Y PLANTAS A LOS 30 DIAS DESPUES
DE LA INOCULACION DE LAS ANTERAS

Total S Toltal

Cantidad de de

de Formacién de callos anteras plantas

Cantidad anteras (mm) con callos  diferen-

de tubos inoculadas I 2 3 4 por cultivo ciadas
Hokowase 115 1035 155 214 155 0 46.7 2
Donner 215 1935 92 23 0 0 3.9 7

. W
S S
Figura 2. Diferenciacién de primordios foliares a partir de
callosidades formadas en anteras de fresa (100X).
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El estudio con el microscopio de barrido mostré que los callos se originaron en
la parte interna de la antera, rompiendo la epidermis de ésta y que los granos de
polen observados aparentemente no sufrieron divisién alguna (Fig. 3).

Figura 3. Apariencia de los granos de polen en el interior de la
antera 30 dias después de la inoculacién (1430X).

DISCUSION

La utilizacién de anteras jovenes con granos de polen en estado de tétrada o
mninucleado, trae cemo consecuencia la formacién de callos de acuerdo con dife-
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rentes autores (Nishi et al., 1974; Sopori y Maheshwari 1976; Tsun-Wen 1972,
1973 y Watanabe ¢t al., 1972); en la presente investigacién, el tamafio de las
anteras se traté de correlacionar con el estado de desarrollo de las microsporas,
coincidiendo el estado uninucleado (Fig. 1G) con 1 mm de tamafio, la formacion
de callos fue inducida en las células de parénquima alrededor del haz vascular
(Fig. 1D).

El comportamiento de los cultivares en la formacién de callos fue diferente,
aun cuando crecieron en las mismas condiciones de cultivo; al respecto se han
encontrado respuestas similares en tejidos de otras especies (Villalobos, 1977).

Ia diferenciaciéon se manifesté en la obtencién de nueve plantas (Fig. 2), ob-
servadas a los 30 dias in vitro. Rosati et al. (1975) observaron la diferenciacidn
de plantas a partir de anteras de fresa, después de 70 dias de cultivo y sucesivos
trasplantes de callosidades. En este trabajo, solamente se dan a conocer resultados
hasta los 30 dias de cultivo.

Las observaciones al microscopio de barrido mostraron que las anteras perdieron
su forma al ser rota la epidermis por la divisién interna de las células, Observa-
ciones similares se han hecho en anteras de crisantemo cultivadas in vitre (Watana-
be et al.,, 1972},

Analisis ultraestructurales mostraron la presencia de vesiculas en los espacios
intercelulares de células en cultivo (Fig. 1E y F), no observindose tales estructuras
en anteras en condiciones naturales. Se carece de evidencias sobre el origen de
estas vesiculas; sin embargo, se observaron numercsos aparatos de Golgi y granos
de almidén en el interior de la célula cerca de la membrana celular; la presencia de
estos organelos, denota indicios de actividad celular y que posiblemente estas ve-
siculas sean excretadas del interior de la célula.*

CONCLUSIONES

1. Se obtuvieron plantas a partir del tejido conectivo de anteras de fresa en
los cultivares Hokowase y Donner.

2. De las 2970 anteras inoculadas se formaron 639 callosidades y se diferen-
ciaron 9 plantas independientemente de los cultivares,

3. Se manifesté diferente porcentaje en la formacién de callos para los dos
cultivares en estudio, aun cuando crecieron en iguales condiciones,

4. Ultraestructuralmente se observaron vesiculas en los espacios intercelulares
de las anteras en cultivo, comparativamente con las no cultivadas,

5. Los grancs de polen no se dividieron ni crecieron bajo condiciones in witro.
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