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EFECTO DEL THIDIAZURON SOBRE LA FORMACION
DE EMBRIONES Y REGENERACION DE PLANTULAS
EN CALLOS RECALCITRANTES DE ANTERAS EN PINA

R. Benega, Julia Martinez, M. Daquinta, Elizabeth Arias, M. Hidalgo,
Maria C. Gonzéalez y Miriam Isidron

ABSTRACT. In order to try to obtain haploid plants, results
about the effect of Thidiazuron upon embryo formation and
plantlet regeneration on recalcitrant calluses achieved from
anther culture of pineapple (Ananascomosus(L..) Merrill) were
presented. Calluses from different genotypes were cultured
on Murashige and Skoog’s medium containing several
concentrations of plant growth regulators. There was a
differential response among all tested genotypes and thekind
of plant growth regulators employed upon androgenic embryo
formation and plantlet regeneration. The best responses were
obtained using 1.5 mg.L™ Thidiazuron on Red Spanish
‘Pinarefia’, Smooth Cayenne c.v. ‘Oriente’ and ‘ Pifiablanca
respectively. Callusesfrom Smooth Cayennec.v. ‘ Serrana and
Smooth Cayennecv ‘Mexico’ did not respond to these culture
conditions.

Key words. anther culture, embryos, seedlings, pineapple,
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INTRODUCCION

A partir de los primeros resultados sobre plantas
haploides obtenidos mediante el cultivo de anteras en
Daturainnoxia (1), el desarrollo de esta técnica se exten-
dié a 160 especies pertenecientes a alrededor de 25 fa-
milias (2).

Muchos de los avances obtenidos en la genética y
el mejoramiento de esas especies se debieron en lo fun-
damental a las posibilidades de éstas de responder a los
cultivos de haploides. Para el cultivo de la pifia, especie
gue se propaga vegetativamente y con un alto grado de
heterocigocis, esta posibilidad es aun limitada porque
hasta el momento no existen resultados al respecto.
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RESUMEN. Como paso previo a la obtencién de plantas
haploides, se presentan resultados sobre el efecto del
Thidiazuron en laformacion de embrionesy regeneracion de
plantul as en callosrecal citrantes obtenidos a partir del cultivo
de anteras en pifia (Ananas comosus (L.) Merrill). Callos de
diferentes genotipos se cultivaron en medio de Murashige 'y
Skoog con diferentes concentraciones de reguladores del cre-
cimiento. Existié unarespuestadiferencia entrelos genotipos
y €l tipo de regulador del crecimiento empleado en laforma
cion de embriones androgénicos y la regeneracion de las
plantulas. L os mejores resultados se obtuvieron con lautiliza-
cién de 1.5 mg.L™ de Thidiazuron en Espafiolaroja Pinarefia,
Cayenalisade Orientey Pifiablancarespectivamente. Cayena
lisaSerranay Cayenalisade México no presentaron respuesta
en las condiciones de cultivo ensayadas.

Palabras clave: cultivo de anteras, embriones, plantulas,
pifia, Ananas comosus, Thidiazuron

Los trabajos de mejoramiento en pifia (Ananas
comosus (L.) Merrill) se realizan mediante las técnicas
de seleccion e hibridacién (3). La seleccion clonal sélo
ha permitido mantener las cualidades de los cultivares
actuales y la hibridacién aunque permite crear nuevas
variedades, ambas so6lo presentan un interés local (4).
Por otra parte, la hibridacién necesita mucho tiempo para
la obtencion de los genotipos mejorados (15 afios) y re-
quiere ademas una gran cantidad de recursos (5).

La obtencién de plantas haploides en pifia podria traer
consigo un significativo avance en la genética y el mejo-
ramiento de esta especie. Las lineas dobles haploides
podrian ser incorporadas a los esquemas tradicionales
de mejoramiento y asi obtener variedades en corto tiem-
po. Ademas, los haploides y dobles haploides permitirian
el acceso a genes recesivos en estado homocigotico,
siempre gque estos sean econdmicamente ventajosos,
como el caso de la supresion de las espinas de los mar-
genes de las hojas (6). Por otra parte, las suspensiones
embriogénicas pudieran ser iniciadas a partir de tejidos
haploides, lo cual es una excelente fuente de material
para el aislamiento de protoplastos y pudieran ademas
ser utilizados en los experimentos de transformacién de
plantas.



Desde hace algunos afios se realizan esfuerzos para
la obtencion de plantas haploides en pifia a partir del cul-
tivo de anteras (7), cultivo de 6vulos (8) y partenogénesis
in situ mediante la polinizacién con polen irradiado (9,10).
En el cultivo de anteras, hasta el momento sélo se obtu-
vieron callos y la regeneracion de plantulas a partir de
estos es ineficiente con las variantes de reguladores del
crecimiento de las plantas empleados.

En este trabajo se estudia el efecto de diferentes
concentraciones de Thidiazuron sobre la formacion de
embriones androgénicos y la regeneracion de plantulas
en callos recalcitrantes de anteras, previo a la obtencion
de plantas haploides en pifia.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. El trabajo se realiz6 en el Centro de
Bioplantas con cinco genotipos de pifia: Espafiola roja
Pinarefia, Pifia blanca, Cayena lisa de Oriente, Cayena
lisa Serrana y Cayena lisa de México. Todas las plantas
se desarrollaron en la Unidad de Ciencia 'y Técnica «Juan
Tomas Roig» de la Universidad de Ciego de Avila.
Cultivo in vitro de anteras. Se emple6 la metodologia re-
comendada para el cultivo aséptico de las anteras, asi como
el medio de cultivo para la formacion de los callos (11).
Medios para el crecimiento de los callos, la induccion de
embriones androgénicos y regeneracion de plantulas.
Callos con estructuras nodulares embriogénicas de 2-4 mm
de didmetro se transfirieron a un medio de crecimiento (12)
con Dicamba/BAP (2:0.5 mg.L™) y arginina (5 mg.L") en
condiciones de oscuridad. A los 15 dias de cultivo se
subcultivaron 20 callos (63.4 a 65.4 mg de masa fresca,
MF) en diferentes medios de cultivo para la regeneracion
de plantulas (12). El medio se enriquecié con BAP/Dicamba
(0.0:0.0; 2.0:0.0; 4.0:0.00; 2.0:0.3 y 4.0:0.3mg.L™) y
Thidiazuron (0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5y 3.0 mg.L™). Los
cultivos se mantuvieron durante 45 dias a 24 + 2°C bajo
un fotoperiodo de 16 h con un flujo de fotones fotosintéticos
de 15 a 18.75 umol.m™s™ suministrado por lamparas
fluorescentes del tipo cool white.

Alos 15 dias de transferidos los callos a los medios

de regeneracion de plantulas, se analizé el nimero de
embriones androgénicos sobre la superficie de los callos
cultivados por miligramo de MF de callo. Para ello el em-
brién se tomé en estado globular y se tuvieron en cuenta
los puntos meristematicos de color verde que aparecie-
ron en la superficie de los callos. La formacién de plantulas
por miligramo de MF de callos se analizo al término de los
45 dias de cultivo.
Analisis estadistico. Los datos se procesaron
estadisticamente mediante andlisis de varianza de clasi-
ficacién simple. Los datos en porcentajes se transforma-
ron segln la ecuacion x=2*arcsenv%. Las comparacio-
nes de media se realizaron mediante la prueba de los
rangos multiples de Duncan para p<0.05 con el auxilio
del paquete Complete Statistical System (CSS).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Existié6 un efecto marcado en la respuesta de los

diferentes genotipos ensayados a la formacion de callos
androgénicos. Similares resultados fueron obtenidos, pero
sélo Cayena lisa de Oriente, Espafiola roja Pinarefia, Pifia
blanca y Cayena lisa de México respondieron a la forma-
cién de los callos (7).
Efecto del Dicamba/BAP en el crecimiento de callos
androgénicos. Al transferirse los callos androgénicos a
los medios de crecimiento, se observé que éstos conti-
nuaban creciendo hasta los 15 dias de cultivo. Estructu-
ras blanquecinas o puntos de crecimiento meristematicos
se observaron sobre la superficie de estos a partir de los
siete dias.

El Dicamba es una potente auxina clorinada, a la cual

se le encontré efectos positivos en la formacion y el cre-
cimiento de los callos en cultivos donde otros reguladores del
crecimiento de las plantas no presentaron respuesta (13). En
el cultivo de segmentos de hojas de vitroplantulas de pifia,
la adicién al medio de Dicamba solo o combinado con BAP
favorecio la formacién y el crecimiento de los callos y se
observaron ademas estructuras semiorganizadas sobre la
superficie de estos (14, 15).
Efecto del Thidiazuron en la formacion de embriones
androgénicos y regeneracion de plantulas. Algunos ca-
llos cultivados en los medios de regeneracion que conte-
nian BAP/Dicamba no continuaron su crecimiento e in-
mediatamente murieron. Otros callos continuaron su cre-
cimiento hasta los 15 dias y tomaron una coloracion ver-
de claro. Sin embargo, sélo se observé el fenbmeno de la
rizogénesis.

El Dicamba favorecio el crecimiento y la formacién
de estructuras embriogénicas en los callos obtenidos por
el cultivo in vitro de anteras, pero no result6 efectivo en
los trabajos de regeneracién de las plantulas. Sin embar-
go, los callos cultivados en medio MS con diferentes con-
centraciones de TDZ como regulador del crecimiento
mostraron una coloracion verde claro y a partir de los 15
dias comenzaron a desarrollar los primeros esbozos
foliares.

Al evaluar la influencia diferentes concentraciones
de TDZ en los medios de cultivo, se encontrd que existio
una influencia marcada entre los genotipos y las con-
centraciones de este regulador del crecimiento en su res-
puesta a la formacion de los embrionesy las plantulas (Ta-
blal). La formacién de callos embriogénicos se observé
en los cuatro genotipos que presentaron respuestas, aun-
gue los mayores valores de formacién de los embriones
por miligramo de MF de callos (2.0187) se obtuvieron en
el cultivar Espafiola roja Pinarefia con la adicion al medio
de cultivo de 1.5 mg.L™ de TDZ. Sin embargo, estos valo-
res no difirieron significativamente de los obtenidos en el
rango de dosis comprendidas desde 1.0 hasta 3.0 mg.L™
de TDZ.

Cayena lisa de Oriente resulté el segundo cultivar de
mejor comportamiento con 1.5296 embriones.mg™ de MF
de callos, los cuales se observaron a dosis de 1.5 mg.L™
de TDZ. Sin embargo, estos resultados no difirieron de



los obtenidos con la dosis de 2.0 mg.L™ (1.3668). Por su
parte, en el cultivar Pifia blanca no se encontraron dife-
rencias significativas en la formacion de los embriones
en dosis comprendidas desde 0.5 hasta 1.5 mg.L™ de
TDZ (0.7351, 0.7460 y 0.7690). Similar comportamiento
se observo en el cultivar Cayena lisa de México, donde
no se observaron diferencias significativas en los valores
de formacién de callos a dosis comprendidas desde 0.5
a 2.0 mg.L™" de TDZ. Estos valores no resultaron
significativamente diferentes a los obtenidos en el cultivar
Pifia blanca en las condiciones de cultivo ensayadas.

Tabla |. Efecto del TDZ en la formacién de embrio-
nes, plantulas y eficiencia en la regenera-
cion de callos provenientes del cultivo in
vitro de anteras

TDZ Formacion/mg Eficiencia
de MF de callos (%)
Genotipos (mg.L)  embriones plantulas (plantulas/
embriones)
Espafiola 0.0 0.4104c  0.00000h  0.0000 ¢
roa - 0.5 14680b  0.00024gh 0.0163 ¢
Pinarefia 1.0 18173a  0.00100f  0.0550c
15 2.0187a  0.00713a 0.3532a
2.0 1.9178a  0.00249¢c  0.1298 bc
25 2.0220a  0.00359b 0.1775b
3.0 1.9129a  0.00248c  0.1296 bc
Pifia blanca 0.0 0.1183de  0.00000h  0.0000 ¢
0.5 0.7351c  0.00062g 0.0843¢c
1.0 0.7460c  0.00094f  0.1260 bc
15 0.7690 ¢ 0.00216d  0.2808 ab
2.0 0.1476 de  0.00007 gh 0.0474d
25 0.0000e  0.00000h  0.0000c
3.0 0.0000 e 0.00000h  0.0000 ¢
Cayena lisa 0.0 0.2564 de  0.00000 h  0.0000 c
de Oriente 0.5 0.8624 c 0.00025gh 0.0289 ¢
1.0 1.1881bc  0.00174e  0.1465 bc
15 1.5296 b 0.00359b  0.2347b
2.0 1.3668 b 0.00147e  0.1076 bc
25 0.6835cd  0.00000h  0.0000 ¢
3.0 0.5985cd  0.00000h  0.0000 ¢
Cayena lisa 0.0 0.1504 de  0.00000 h  0.0000 c
de México 0.5 0.6656 cd  0.00000h  0.0000 ¢
1.0 0.7187cd  0.00000h  0.0000 ¢
15 0.5748cd  0.00000h  0.0000 ¢
2.0 0.5425cd  0.00000h  0.0000 ¢
25 0.0000e  0.00000h  0.0000 c
3.0 0.0000e  0.00000h  0.0000 c
ESA - 0.2381" 0.0028" 0.0428'
CV (%) - 6.2590 4.6183 3.5816

Medias con igual denominacién no difieren estadisticamente para
p<0.05

A pesar de los valores obtenidos en la formacion de
embriones con la adicién de TDZ al medio de cultivo, muy
pocos de éstos germinaron. Existio ademas una fuerte
dependencia del genotipo y de las concentraciones de
TDZ adicionada a los medios de cultivo, en su respuesta
a laformaciony eficiencia de las plantulas. Los mayores
valores de formacién de plantulas se obtuvieron en Espa-
fiola roja Pinarefia con 0.00713 plantulas como promedio
por miligramo de MF de callos en dosis de 1.5 mg.L™ de
TDZ. Ello significé la obtencion de 9.18 plantulas prome-
dio en el tratamiento y una eficiencia de 0.3532 % plantulas
por embriones formados.
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El cultivar Cayena lisa de Oriente presento una fre-
cuencia de s6lo 0.00359 plantulas.mg™ de MF de callos
al adicionar al medio de cultivo 1.5 mg.L™ de TDZ, lo que
representé un promedio de 4.62 plantulas por tratamien-
to. La eficiencia en la regeneracién de las plantulas fue
de 0.2347 %, la cual resulto significativamente menor que
los valores obtenidos en el cultivar Espafiola roja Pinarefia. El
cultivar Pifia blanca mostr6 similares resultados, con 0.00216
plantulas.mg™ de MF de callos a dosis de 1.5 mg.L™, paraun
promedio de 2.78 plantulas por tratamiento. Estos valo-
res resultaron significativamente diferentes de los obteni-
dos con las demas dosis de TDZ. En este cultivar, la
eficiencia de formacioén de las plantulas fue de 0.2808 %.
Estos valores de eficiencia resultaron superiores a los
obtenidos en el cultivar Cayena lisa de Oriente y no pre-
sentaron diferencias significativas importantes con la efi-
ciencia que se encontré en el cultivar Espafiola roja
Pinarefia.

Concentraciones de TDZ superiores a 2.0 mg.L™ no
resultaron favorables para la regeneracién de las plantulas
tanto en el cultivar Cayena lisa de Oriente como en Pifia
blanca. Los callos embriogénicos cultivados en los me-
dios de regeneracion del cultivar Cayena lisa de México
no presentaron respuesta en las condiciones de cultivo
ensayadas.

Los bajos valores de formacién de plantulas obteni-
dos con el uso continuado del TDZ en los medios de cul-
tivo pudieron deberse a que las citoquininas cominmen-
te estimulan la proliferacién de los brotes e inhiben su
elongacion. Por esta razén, la inhibicion en la formacién
de los brotes por el TDZ puede estar relacionada con su
alta actividad como citoquinina y no debiera considerarse
como un efecto fitotdxico.

El TDZ es una fenilurea con alta actividad como
citoquinina. Este regulador del crecimiento de las plan-
tas se ha utilizado para la regeneracién de plantulas a
partir del cultivo in vitro de anteras en especies recalci-
trantes (16) y en la micropropagacion de un gran nimero
de cultivos (17, 18, 19, 20, 21). Recientemente, el TDZ
brindé buenos resultados en la micropropagacién de
Cryptantus sinuosos, una Bromelia endémica del Brasil (22).
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