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RESUMEN

Se regeneraron plantas de 4 variedades argentinas de trigo (2n=6x=42) a partir del cuitivo in vitro
de embriones inmaduros Los explantos formaron callos en el medio de Murashige-Skoog (MS)
solidificado con 8 g I-' de agar y suplemantado con 1y 2 mg |-! 4cido 2,4-diclorotenoxiacético. Se
ensayaron 3 medios de regeneracion con base salina MS y distintos reguladores dei crecimiento,
obteniendose multiples vastagos en todos ellos. La formacion de rafces ocurrié en el medio MS sin

hormonas.

Palabras claves: Trticum aestivum, embriones inmaduros, regeneracién, in vitro.

Calli formation and plant regeneration from wheat (Triticum aestivum L.)

immature embryos cultured in vifro.

SUMMARY

Plants of 4 argentine varieties of wheat (2n=6x=42) were regenerated from immature embryos
cultured in vitro. Explants formed calli on Murashige-Skoog medium (MS), solidified with agar8 g |-
' and suptemented with 1-2 mg |-' 2,4-diclorofenoxiacetic acid. Three regeneration media with MS
salts and various growth regulators were tested and multiple shoots were achisved in all of them.
Roots formation occurred on MS medium without hormones.
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INTRODUCCION

Laregeneracion de plantas apartir de callos
o células es un requisito esencial para que la
Biotecnologia pueda ser .:sada en el mejoramiento
y manipulacion genética de las especies (Vasil y
Vasil, 1986). Mediante estas técnicas es posible
seleccionar in vitro plantas resistentes a estréses
como por ejemplo: frio (Chen y Gusta, 1982),

enfermedades (Chawlay Wenzel, 1987), salinidad
(Nabors y Dykes, 1984), asi como obtener varia-
ciones en los individuos regenerados que puedan
servir a los fitomejoradores (Ryan et al, 1987;
Larkin et al., 1984).

Con el trigo, si bien ya se han obtenido
plantas a partir del cultivo in vitro de anteras
{Armstrong et al., 1987; Lazar et al, 1984; Chuy
Hill, 1988; Zhou y Konzak, 1989), bases de hojas
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(Zamora y Scoit, 1983), inflorescencias (Ozias-
Akinsy Vasil, 1982) y embriones inmaduros (Sears
y Deckard, 1982; Ozias-Akinsy Vasil, 1982; Heyser
ot al., 1985), hasta el presente estos ultimos resul-
tan ser los materialss més adecuados para esta-
blecer los cultivos (Magnusson y Borman, 1985).
Por otra parte, se ha determinado que tanto la
produccién de callos como fa posterior regenera-
cién de plantas son altamente dependientes del
genotipo (Sears y Deckard, 1982; Ou et al., 1989)
y que lacomposicién delmedio de cultivo, como las
condiciones de incubacién, son igualmente deter-
minantes (Bjornstad et al, 1989; Eapen y Rao,
1985; Huang, 1987). También la respuesta a la
produccién de callosy la posterior regeneracion es,
para muchas variedades, alun desconocida.

El objetivo de este trabajo fue analizar la
respuesta de 4 variedades de trigo difundidas en la
Argentina a las condiciones del cultivo in vitro, asi
como determinar las técnicas necesarias para
iniciar, mantener y regenerar plantas a partir de
callos obtenidos de embriones inmaduros.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 4 variedades argentinas de
trigo hexaploide (2n=6x=42): Marcos Juarez INTA,
Pampa INTA, Klein Chamaco y Buck Ombu. Las
espigas fueron cortadas de plantas que crecian en
macetas entre los 14 y 21 dias después de la
antesis. Los cariopsis fueron retirados de las mis-
mas y desinfectados con hipoclorito de sodio (1,6%)
durante 15 min y 2 lavados con agua destilada
estéril. Los embriones inmaduros de aproximada-
mente 1 mm de longitud fueron extraidos con la
ayuda de un microscopio estereoscépico en condi-
ciones asépticas e inmediatamente transferidos al
medio de induccidn de callos compuesto por las
sales, vitaminas y sacarosa propuestas por
Murashige y Skoog, (1962) (MS), suplementado
con 1y 2 mg/l de acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D).

Los cultivos se establecieron colocando en
promedio 5 embriones por frasco de 45 x 75 x 20
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mm conteniendo 20 ml de medio cada uno. L
orientacién de los embriones fue tal que el escutel
quedé en contacto con el medio de cultivo. L
incubacién se realizé en la oscuridad y a un:
temperatura de 27 £ 2 °C.

Los porcentajes de formacién de callos st
evaluaron alos 15 dias de establecidos los embrio
nesy se consideraron los que respondieron gene
rando solamente callos y los que originaron, ade
mds, véastagos. Con el objetivo de inducir la rege:
neracién de vastagos, luego de los 30 dias de
cultivo, los callos fueron seccionados y’ transferi
dos a los medios: = MS +2,4-D 0,1 mg/l; ll= MS +
4cido indolacético (AlA) 0,3 mg/l + cinetina (CIN) 1
mg/ly lll= MS + dcido naftalenacético (ANA) 0,3
mg/l +bencilaminopurina (BAP) 1 mg/l, incubéndo
los con un fotoperiodo de 14 h (10 W.m-2) prove:
niente de lamparas fluorescentes. También se
cultivaron callos en el medioMS +2,4 -D 2 mg/l, en
laoscuridad. Enambos cascs se usaron frascos de
45 x 95 x 20 mmy la temperatura fue de 27 £ 2 °C.

Los medios fueron solidificados mediante el
agregado de agar (8 g/l) y el pH fue ajustado a 5,8
antes de la esterilizacién en un autoclave a 120 °C
durante 20 min.

Las plantas regeneradas fueron transferi-
das a MS sin hormonas para favorecer el creci-
miento radicular antes del pasaje atierra en mace-
tas de 1,5 |. Los experimentos fueron repetidos
como minimo 3 veces.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los callos comenzaron a hacerse visibles a
partir del 52 y 7 dia de cultivo evidenciando un
rapido crecimiento. En algunos casos ademéas de
callos se observaron vdstagos y raices provenien-
tes del embridn sexual, los cuales fueron elimina-
dos en el memento del paso a regeneracion.

Los callos presentaron un color blanco-
amarillento con partes compactas y friables coinci-
diendo con lo informado por Ozias-Akins y Vasil,
(1982) y por Heyser et al., (1985).

Aunque los porcentajes de embriones que
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formaron callosfueron elevados entodas las varie-
dades, la méxima respuesta se obtuvo en Klein
Chamaco con 100% para ambos medios ensaya-
dos (Tabla 1). Todos los callos transferidos al
medio de mantenimiento continuaron creciendo y
mostraron un considerable aumento de tamaiio.
En algunos casos se observaron vastagos y raices
provenientes de distintas regiones del callo.

Los callos transferidos a los medios de
regeneracion y llevados a la luz evidenciaron rapi-
damente la aparicién de areas verdes sobre su
superficie y posteriormente véastagos (4 a 6 por
callo en promedio). Los porcentajes de callos que
respondieron a la regeneracion de vdstagos en los
3 medios ensayados se muestran en la Tabla 2.
Como puede observarse las variedades respon-
dieron mejor a ios medios li y ], salvo en el caso
de Pampa INTA cuyos callos inducidos en E1
respondieron con mayor porcentaje de regenera-
cién en el medio |. La variedad que produjo los
mayores valores de regeneracion fue Marcos
Juarez INTA con 80% en el medio I, tanto para los
callos inducidos en E1 como en E2.

De acuerdo a estos resultados se infiers
quse es posible regenerar plantas de las 4 varieda-
des de trigo estudiadas a partir del cultivoin vitro de
embriones inmaduros a través de las siguientes
etapas: induccion de callos, crecimiento y diferen-
ciacion. Las dos primeras etapas pueden llevarse
a cabo con el uso de 2,4-D 2 mg/l y oscuridad.
Mientras que la diferenciacién, por el contrario,
necesita las disminucién de dicho regulador y la
transferencia a la luz. Por otra parte, las citocininas
como la CINy BAP aumentaron lacapacidad de los
callos para producir véstagos.

Aunque otros autores liegaron aresutados
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diferentes (Green y Phillips, 1975; Heyser et al.,
1985), la orientacion de embrién con el escutelo en
contacto con el medio de cultivo produjo buenos
resultados en cuanto al porcentaje de induccién de
callos y, si bien en algunos casos s observd la
germinacion del vastago sexual, esta nunca ocu-
rrié directamente, sino junto a la produccién de
callo en la base del mismo.

En general, la mayoria de las dreas verdes
y vastagos se originaron de las partes compactas
del callo, que resultan faciimente distinguibles del
resto (friable). Esto hizo posible la seleccién de los
callos de acuerdo a su consistencia antes del paso
a regeneracion.

Cuando los vastagos fueron transferidos al
medio de enraizamiento pudo verse un buen desa-
rrollo radicular y una rapida elongacién deitallocon
posterior produccién de macollas.

Un total de 297 plantas fueron obtenidas y
cultivadas en frascos de 60 x 120 x 26 mm hasta
su paso a tierra. Adn se encuentran en estudio
algunas de las plantas regeneradas con el fin de
detectar alguna variacién de importancia.

Restaria estudiar mds detalladamente el
efecto de las citocininas sobre la capacidad de
regeneracion ds los callos, incluyéndolas tanto en
la etapa de induccién como en la de regeneracion.
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Tabla 1: Induccion de callos (%) a partir de embriones inmaduros de 4 variedades de trigo en ios
medios E1= MS + 2,4-D 1 mg/l y E2= MS + 2,4-D 2mg/l
Calli induction (%) from immature embryos of 4 varieties of wheat on media E1= MS +
2,4-D 1 mg/l and E2= MS + 2,4-D 2 mg/l.

CULTIVAR MEDIOS N* DE EMBRIONES N¢ CALLOS CALLOS Y PORCENTAJE OE
CULTIVADOS VASTAGOS EMBRIONES CON
CALLOS
Marcos Judrez E1 25 16 7 92
INTA E2 30 19 8 90
Pampa Et 46 30 15 98
INTA E2 70 56 13 99
Klein E1 55 37 18 100
Chamaco E2 43 34 9 100
Buck E1 24 17 6 o6
Omby E2 34 24 10 100

Tabla 2: Regeneracion de vastagos (%) a partir de callos de embriones inmaduros de 4 variedades
de trigo en los medios I= MS + 2,4-D 0,1 mg/l; II= MS + AIA 0,3 mg/l + CIN 1 mg/1 y lll=
MS + ANA 0,3 mg/l + BAP 1 mg/l
Shoot regeneration (%) from calli of inmature embryos of 4 varieties of wheat on media I=MS
+2,4-D 0,2 mg/h; II= MS + AIA 0,3 mg/t + CIN 1 mg/l y lil= MS +ANA 0,3 mg/l + BAP 1

mg/|
CULTIVAR MEDIOS DE INDUCCION DE
CALLGS
MEDIOS DE REGENERACION DE
VASTAGOS
Marcos Judrez INTA 40 80 80
ompe E1 56 50 60
Klein Chamaco 10 pon -
Buck Ombu
MarcosJudrez INTA 50 80 70
Pampa INTA £ 64 70 76
Klein Chamaco 10 70 60
Buck Ombu 30 60 30
8
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