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RESUMEN

El cultivo ir vitro de anteras de trigo (Triticum aestivum L.) es
una herramienta 1itil en el mejoramiento genético de esta especie por-
que ahorra tiempo y costo para la generacién de lineas isogénicas,
porque permite aislar homocigotos recesivos de interés agronémico y
fijar mas rapido las caracteristicas de cruzas de interés agronémico
que por las técnicas tradicionales de mejoramiento genético. Doce
lineas de trigo de invierno de origen ruso que no respondian al cultivo
in vitro de anteras, fueron cruzadas con dos variedades de trigo de
primavera de respuesta positiva. Se encontré que la progenie resul-
tante dio respuesta positiva, lo cual indica que la respuesta al cultivo
de anteras in vitro esta controlada genéticamente. Se probé el efecto
del ambiente en el que se desarrollaron las plantas donadoras de an-
teras en las respuestas al cultivo in vitro (a cielo abierto con tempera-
turas de 5 a 25 °C, e invernadero entre 7 a 35 °C). La mayor forma-
cion de callos embriogénicos y plantas fértiles se duplicé en las ante-
ras aisladas de plantas que fueron cultivadas a cielo abierto. Al eva-
luar el efecto de tres productos quimicos (Q-2000®, Maxi-Grow® y
Humigen®) aplicados a las espigas, sobre la regeneracion de plantas a
partir de anteras cultivadas in vitro, se encontré que el acido hiimico
a 3.5 mL L incrementé entre tres y cinco veces la formacién de ca-
llos embriogénicos, en comparacién con las plantas testigo. Se en-
contré correlacion positiva entre el ancho de las hojas de las plantulas
regeneradas del cultivo ir vitro y su fertilidad, por lo que dicha medi-
da de las hojas podria ser un posible marcador morfolégico de la
haploidia o dihaploidia, en la mayoria de genotipos.

Palabras clave: Triticum aestivum, embriogénesis, efecto ambiental,
4cido himico.

SUMMARY

The in vitro anther culture is a useful tool for wheat (Triticum
aestivum L.) breeding. Using this methodology makes possible to gen-
erate isogenic lines in an inexpensive and faster way than by conven-
tional breeding methods, since it allows the isolation of agronomic
recessive homozygous plants and to fix traits in the progeny from hy-
brids exhibiting the advantageous traits. We investigated the em-
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bryogenic responses of anthers derived from crosses among twelve
russian Winter-wheat lines (non-responsive to in vitro anther culture),
and two Spring-varieties that responded positively. Among the off-
spring plants, lines with a positive response were found thus demon-
strating that in vitro anther culture response is a genetically controlled
trait. The effect of environmental conditions on donor plants affected
the on in vitro anther responses. Anthers from open field-grown
plants (5-25 °C) showed a better embryogenic calli formation (two
fold increase) and better green plant regeneration than anthers from
greenhouse-grown donor plants (7-35 °C). The applications of three
chemicals (Q-2000™, Maxi-Grow™ and Humigen™) to donor-plant
spikes revealed that the plants treated with humic acid at 3.5 mL L,
increased the embryogenic callus formation (three to five times)
compared to the control. A positive correlation between leaf width vs.
fertility of regenerated plants was found in seven out of the eight lines
tested; thus, leaf width could be used as a morphological marker for
haplody or dihaploidy.

Index words: Triticum aestivum, embryogenesis, environmental ef-
fect, humic acid.

INTRODUCCION

El cultivo in vitro de anteras de trigo (Triticum aesti-
vum L.) es una herramienta ttil para el mejoramiento
genético de plantas dirigido a la obtencion de resistencia a
enfermedades o a condiciones adversas del ambiente (Sza-
kacs et al., 2002). Esta técnica constituye actualmente el
método mas efectivo para generar plantas dihaploides
(Haliloglu y Baenziger, 2003). Adicionalmente, se pueden
lograr beneficios como la obtenciéon de lineas 100 %
homocigotas en sélo seis meses, en comparacion con los 5
a 10 afos de ciclos de autofecundacion necesarios para lo-
grar la homocigosis por métodos convencionales. Por otra
parte, esta metodologia permite derivar homocigotos rece-
sivos de utilidad en el fitomejoramiento, lo cual es dificil
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de detectar y de obtener por los métodos convencionales
(Jauhar et al., 2000).

Para tener éxito en la regeneracién de plantas a partir
del cultivo de anteras, un factor importante es la aplicacién
del acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), que es una
auxina importante para la respuesta in vitro de anteras de
trigo (Konieczny et al., 2003); otro es el estadio de desa-
rrollo y madurez de las microsporas para inducir la em-
briogénesis: un marcador externo, es cortar la espiga do-
nadora cuando ésta ocupa aproximadamente dos tercios del
espacio longitudinal de la hoja bandera, y otro es la obser-
vacion microscépica de las microsporas para cultivar sélo
anteras que estén en la etapa uninucleada tardia (Saidi ef
al., 1997).

La influencia del genotipo es un factor importante para
lograr la regeneraciéon de plantas haploides o dobles
haploides que puedan ser de utilidad en programas de me-
joramiento de trigo. Segun Orlov et al. (1993), para alcan-
zar al menos una respuesta en 4 % de las anteras de trigo
cultivadas in vitro con fines de mejoramiento genético, es
necesario encontrar los genotipos adecuados. Al respecto,
Ghaemi et al. (1994) consideraron necesario tomar en
cuenta las interacciones del genotipo con el ambiente.

La temperatura a la cual la planta madre crece influye
sobre el porcentaje de microsporas que se dividen durante
las primeras etapas del cultivo in vitro de anteras de trigo,
y el genotipo determina la proporcién de plantas que se
regeneran (Orshinsky y Sadasivaiah 1997).

Algunas sustancias como los acidos humicos, se han
empleado en la estimulacién de diferentes plantas; asi, Ca-
nellas et al. (2002) sefalaron que los acidos himicos pose-
en grupos auxinicos intercambiables que inducen la proli-
feracion de sitios de emergencia de raices laterales y esti-
mulan la actividad de la H*-ATPasa de la membrana
plasmatica. Delfine et al. (2005) reportaron que la aplica-
cion foliar de 4cido hiimico en trigo increment6 la produc-
cién de materia seca, rendimiento de grano, fertilidad de la
espiga y el contenido proteico del grano, sin afectar la fo-
tosintesis ni la conductancia de los estomas. Los 4cidos
himicos también pueden incrementar la tolerancia a estrés
hidrico, la eficiencia fotoquimica y la actividad endégena
de las enzimas antioxidantes (Zhang et al., 2005).

Con los antecedentes descritos, se establecieron los si-
guientes objetivos: 1) Inducir la regeneracion de plantas
fértiles mediante el cultivo in vitro de anteras de plantas
provenientes de cruzas de trigos rusos de invierno con tri-
gos mexicanos de primavera; 2) Determinar el efecto de
dos condiciones ambientales en el cultivo de las plantas de
trigo donadoras de anteras sobre la regeneracion de plantas
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in vitro; 3) Determinar el efecto de la aplicacion de Q-
2000®, Maxi-Grow® o Humigen®, sobre la formacion de
callos embriogénicos, plantas verdes y plantas fértiles in
vitro; y 4) Determinar si el ancho de la hoja de las plantas
regeneradas in vitro puede servir como marcador morfol6-
gico para predecir su fertilidad o esterilidad.

MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias
Agricolas de la Universidad de Guanajuato (UGTO) de
1994 a 2005. En los dos primeros afios se hicieron pruebas
preliminares de respuesta al cultivo in vitro de anteras de
12 lineas rusas de trigo de invierno y de dos variedades
mexicanas de trigo de primavera. Luego, de 1998 a 2005
se efectuaron los ensayos experimentales de laboratorio. El
estudio de la transferencia de la capacidad de regeneracion
de plantas in vitro a partir de anteras de trigo, se hizo con
las 12 lineas rusas que no respondian al cultivo in vitro de
anteras (SkO1, Sk02, Sk03, KrO1, Kr02, Kr03, LADOI,
LADO02, LADO3, LADO4, Obry01, Obry02), y dos varie-
dades mexicanas de trigo de primavera ‘Glennson’ (GL) y
‘Salamanca’ (Sal) de respuesta positiva. Con ellas se hicie-
ron las siguientes cruzas: SkO1 x Gl, Sk02 x Gl, Sk03 x
Gl, Kr01 x GI, Kr02 x Gl, Kr03 x GI, LADO1 x Sal,
LADO2 x Sal, LADO3 x Sal, LADO4 x Sal, Obry01 x Sal,
Obry02 x Sal, en las que las variedades rusas fungieron
como progenitor paterno y las variedades mexicanas como
progenitor materno.

Para el cultivo de anteras se cosecharon 15 espigas por
tratamiento, previo palpado de la espiga y su corte cuando
aun le faltaban unos 5 cm para salir de la bractea, lo cual
sucedia de 57 a 58 d del inicio del ciclo. Se corrobord que
las microsporas estuvieran en la etapa uninucleada de me-
dia a tardia, mediante un marcador celular basado en la
presencia de una gran vacuola que desplazaba a todos los
organelos a la periferia (Saidi et al., 1997). Se colocaron
45 anteras por caja Petri (60 x 15 mm), que contenia el
medio de cultivo MS (Murashige y Skoog, 1962), suple-
mentado con 12 % (p/v) de sacarosa, 10 % v/v de extrac-
to de papa, de una preparacién a 10 % (p/v), 2 mg L' de
2,4-D, y gelificado con 3 g L' de Gelan Gum (Sigma
Co.). Las plantas regeneradas y enraizadas fueron tras-
plantadas a suelo tipo “peat moss” en macetas de 250 mL
y 30 d después se trasplantaron a macetas de 3 L. El estu-
dio de la respuesta de los hibridos al cultivo in vitro de an-
teras se repiti6 durante 1998-2001; los resultados de cada
afio fueron tomados como una repeticion para elaborar los
andlisis de varianza y las separaciones de medias se hicie-
ron con la prueba de Tukey ( P < 0.05).

Los estudios del efecto del ambiente sobre las plantas
madres y de la aplicacion de productos quimicos a las
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espigas, se llevaron a cabo durante los afios 1998-2000 y
2001-2003, respectivamente. Se establecieron plantas de
trigo en campo a cielo abierto y bajo invernadero en tiine-
les de plastico de 8 m de ancho, 30 m de largo y 3.5 m de
alto. Durante tres afios consecutivos se repitieron los expe-
rimentos de los estudios del efecto ambiental y de la apli-
cacién de productos quimicos a las espigas, y los resulta-
dos de cada afio se tomaron como repeticiones, con cuyos
promedios se llevaron a cabo los andlisis de varianza y se-
paraciéon de medias utilizando la prueba de Tukey (P<
0.05). Para estudiar el efecto del ambiente sobre la res-
puesta al cultivo in vitro de anteras se utilizaron las varie-
dades ‘Glennson’, ‘Salamanca’, ‘Temporalera’, ‘Verano’ y
‘Saturno’, bajo dos ambientes: a cielo abierto, donde las
plantas estuvieron expuestas a temperaturas de 5 a 25 °C;
y bajo invernadero con rangos de temperatura de 7 a 35
°C. Los trabajos de los dos experimentos se desarrollaron
durante los afios 1998 a 2002.

En los pretratamientos quimicos de las plantas madres
se utilizaron las lineas experimentales ‘Country 1’ y
‘Country 5’; los experimentos se llevaron a cabo de 2002
a 2004. Se utilizaron los productos siguientes: Q-2,000®
(Quimcasa, S.A. de C.V., México, distribuido como acti-
vador fisiologico, sin informacién sobre su composicion),
Maxi-Grow® (Cosmocel S.A., de C.V., Divisién Agrico-
la, México, que reporta una composicion de auxinas
0.0014 %, giberelinas 0.0003 %, citocininas 0.0012 %, N
0.1 %, P2050.1 %,K 0.3 %, Ca0.5 %, Mg 4 %, Fe 1
%, Zn 0.05 %, Mn 0.05 % y Cu 0-007 %), y Humigen
Plus® (Thedal Internacional, S.A. de C. V., México, que
reporta una composiciéon de potasio-acidos himicos 12.5
%, N 9.66 %, P205 4.18 %, K 11.03 %, Ca 0.8 %y S
0.8 %). Las dosis utilizadas fueron: Q-2000 5 mL L,
Maxi-Grow 3 mL L, y Humigen Plus 3.5 mL L. De ca-
da solucién se tom6 1 mL y con un aspersor fino se rocid
la bractea de la espiga hasta cubrirla con la solucién; cada
linea de trigo fue establecida en campo en parcelas de 2
m?, y las espigas de cada parcela fueron asperjadas con los
productos quimicos 3 d antes de la colecta de las espigas
para el cultivo in vitro de sus anteras.

Para determinar la correlacion entre el ancho de las
hojas de las plantulas regeneradas in vitro y la fertilidad de
las mismas, se utilizaron plantas de ocho lineas del pro-
grama institucional de mejoramiento genético de trigo, con
datos tomados de 10 plantas de trigo regeneradas por cada
cruza. A las plantulas se les midi6 el ancho de las hojas, se
etiquetaron, se transfirieron a suelo y se evaluaron a la co-
secha para determinar en fertilidad o esterilidad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 1 se muestra el proceso de regeneracién
de plantas en los cultivos in vitro de trigo y su transferen-
cia al campo. En algunos casos las anteras formaron prin-
cipalmente callo (Figura 1A), mientras que en otros la res-
puesta fue la generacion de embriones en diferentes etapas
de desarrollo (Figura 1B) de los cuales se regeneraron
plantas completas in vitro (Figura 1C), que luego fueron
aclimatadas y transferidas a suelo en donde mostraron di-
ferencias en crecimiento y vigor (Figura 1D), y diferencias
en fertilidad (Figura 1E). Las lineas regeneradas fueron
transferidas a condiciones de campo para su posterior ca-
racterizacion (Figura 1F).

Las lineas de trigo de invierno Sk cruzadas con la va-
riedad ‘Glennson’ exhibieron los mayores porcentajes de
formacién de callos embriogénicos en un rango de 8.8 a 10
% (Cuadro 1); las lineas Kr cruzadas con ‘Glennson’ die-
ron lugar a resultados contrastantes, ya que Kr02 presentd
9 % de callos embriogénicos mientras que la linea KrO1
solo mostré 1.5 %. Las lineas rusas cruzadas con la va-
riedad ‘Salamanca’ mostraron porcentajes de callos em-
briogénicos que variaron de 2.5 a 7.3 %, lo que demostrd
nuevamente el efecto del genotipo sobre la respuesta em-
briogénica.

La proporcién de plantas verdes regeneradas con rela-
cion al porcentaje de callos embriogénicos varié de 10 a 18
% en el hibrido SkO1 x GI, que fue el de mayor respuesta,
con una induccién de 4 % de plantas albinas; en el hibrido
K101 x Gl, que fue el de menor respuesta, la variacién fue
de 1.5 a2 3.5 % y no indujo plantas albinas; estas plantas se
presentaron en el cultivo de anteras, tal vez debido a muta-
ciones recesivas nucleares o citopldsmicas cuyos alelos se
manifiestan en condicién haploide o doble haploide, o a
cambios en el nimero y estructura de los cromosomas de
las plantas regeneradas (Dogramaci-Altuntepe et al.,
2001). De acuerdo con Cistué et al. (2006), un problema
que debe ser resuelto en el cultivo in vitro de anteras de
trigo es la alta proporcion de plantas albinas que frecuen-
temente se regeneran.

Para minimizar la aparicion de plantas albinas se han
modificado las temperaturas de incubacion, y el tamafio y
edad de las estructuras globulares que regeneran plantas de
trigo; asi, Haliloglu y Baenziger (2003) reportaron que la
combinacidén de estructuras embrionarias de 3 mm de dia-
metro combinadas con una edad del embrién de 45 d indu-
jo el mayor porcentaje de plantas verdes. La regeneracion
de plantas albinas o plantas verdes en el cultivo de anteras
de trigo también depende del genotipo de trigo y de los re-
guladores de crecimiento adicionados al medio de cultivo
(Dogramaci-Altuntepe et al., 2001; Cistué et al., 2006).
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Figura 1. Cultivo in vitro de anteras de trigo. A) Anteras con produccion mayoritaria de callo; B) Anteras con produccion mayoritaria de estructuras glo-
bulares embriogénicas; C) Desarrollo de plantulas a partir de estructuras globulares o callos embriogénicos; D) Plantas derivadas del cultivo de anteras
transferidas a suelo; E) Espigas de plantas estériles (e) y plantas fértiles (f); F) Lineas dihaploides de trigo en proceso de evaluacion.

Los resultados méas notables fueron publicados por
Dogramaci-Altuntepe et al. (2001), quienes consiguieron
regenerar 248 plantas verdes de 86 400 anteras de cultiva-
res turcos de trigo.

La proporcion de plantas fértiles que se obtuvo en el
presente trabajo vari entre genotipos (Cuadro 1), con un
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promedio maximo de 4.3 %. Considerando que cada plan-
ta regenerada representa una linea 100 % homocigota que
porta genes de los progenitores involucrados; significa que
se obtuvieron 121 lineas de trigo provenientes de sélo 180
plantas experimentales. Estos resultados demuestran la im-
portancia del genotipo en el cultivo in vitro de anteras, tal
como habia sido reportado (Orshinsky y Sadasivaiah,
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1997). Asimismo, se demostrdé que es posible por genética
convencional incorporar caracteristicas de respuesta positi-
va en variedades de trigo recalcitrantes.

La condicién del ambiente de las plantas donadoras
afectd la respuesta de las anteras de trigo cultivadas in vi-
tro (Cuadro 2). Las tres variedades evaluadas tuvieron una
respuesta positiva con diferencias atribuibles a las condi-
ciones de campo y de invernadero, en concordancia con lo
reportado por Ouyang et al. (1987). El porcentaje prome-
dio de callos embriogénicos generados fue de 19.0, 4.6 y
4.3 % para las variedades ‘Glennson’, ‘Salamanca’ y
‘Temporalera’, respectivamente, cuando las plantas crecie-
ron en campo a cielo abierto; en cambio, cuando las plan-
tas crecieron bajo invernadero la proporcion de callos em-
briogénicos fue de solo 9.1, 2.3 y 2.2 %. Las diferencias
entre ambientes fueron significativas (P < 0.05), lo que
nuevamente muestra la influencia del genotipo y del am-
biente de crecimiento de las plantas, pues la temperatura
maxima a cielo abierto fue de 25 °C contra 35 °C en in-
vernadero.

Las proporciones de plantas verdes y fértiles regenera-
das in vitro también mostraron diferencias debidas al am-
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biente en el que se cultivaron las plantas donadoras de an-
teras, pues con la variedad ‘Glennson’ se obtuvo un pro-
medio de 24.6 % de plantas verdes a cielo abierto, mien-
tras que bajo invernadero so6lo se regenerd un promedio de
3 % de plantas (Cuadro 2). En cuanto a las plantas fértiles,
el porcentaje fue de 8.6 % en la variedad ‘Glennson’ deri-
vadas de plantas madres que crecieron a cielo abierto, en
comparacion con 1.3 % de las provenientes de plantas cul-
tivadas en invernadero.

En la evaluacion del efecto de los pretratamientos qui-
micos de las plantas donadoras de anteras, se observd que
Q-2000® y Maxi-Grow®, no mejoraron la formacién de
callos embriogénicos (Cuadro 3). En cambio, Humigen
Plus® incrementd en cinco veces los porcentajes en com-
paracion con el testigo (7.6/1.5) cuando se aplic sobre
plantas de la linea ‘Country 1°, y tres veces (13.3/4) cuan-
do se aplic6 a las plantas de la linea ‘Country 5°. El trata-
miento con Humigen Plus® increment6 la regeneracion de
plantas verdes de 0.3 a 0.6 % en los tratamientos testigo a
5.3 % en las plantas tratadas; disminuyé el albinismo de
1.6-3.6 % en los tratamientos testigo a 0.6-0.1 % en las
plantas tratadas; e incremento la fertilidad de 0.1-0.2 % en
los tratamientos testigo a 1.8-2.0 % en las plantas tratadas.

Cuadro 1. Respuesta androgénica in vitro de 12 lineas hibridas de trigo hexaploide de invierno.

Hibrido NTA CE (%) PV (%) PA (%) PF (%)
SkO01 x Gl 367 10.0 a 18.0 a 4.0 cd 43 a
Sk02 x Gl 828 8.8 ab 2.7 ef 35d 1.2 cde
Sk03 x Gl 510 8.8 ab 11.0 b 8.0 a 43 a
Kr01 x Gl 330 15 3.5 ef 0 g 270
Kr02 x Gl 311 9.0 a 2.0 gh 55b 1.0 de
Kr03 x Gl 466 7.7 be 4.0 e 15 ¢ 2.5 bed
LADO1 x Sal 472 5.7 ef 9.0 ¢ 5.0 bc 270
LADO2 x Sal 302 6.2 de 50d 15 e 2.2 bed
LADO3 x Sal 890 25 f 1.2 h 02 g 1.0 de
LADO4 x Sal 712 4.6 e 3.5 ef 1.2 ef 2.0 bede
Obry01 x Sal 920 5.6 ef 1.5 h 1.7 e 0.7 e
Obry02 x Sal 232 7.3 cd 5.7d 22 ¢ 2.0 bede

Medias con letra diferente en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey, 0.01). NTA = Numero total de anteras en estudio; CE = Porcentaje de

callos embriogénicos;

PV = Porcentaje de plantas verdes; PA = Porcentaje de plantas albinas; PF = Porcentaje de plantas fértiles.

Cuadro 2. Respuesta de las anteras cultivadas in vitro provenientes de cinco variedades de trigo crecidas en condiciones de campo o de invernadero.

Variedad NTA CE (%) PV (%) PA (%) PF (%)
Plantas derivadas de anteras de plantas de trigo que crecieron en campo a cielo abierto
‘Glennson’ 470 19.0 a 24.6 a 5.6 a 8.6 a
‘Salamanca’ 202 46 b 33 b 1.0 be 1.6 d
‘Temporalera’ 230 43 b 23 Db 1.6 b 1.0 be
‘Verano’ 100 0c 0b 0c 0c
‘Saturno’ 90 0 c 0b 0c 0c
Plantas derivadas de anteras de plantas de trigo que crecieron en invernadero
‘Glennson’ 307 9.1 a 30 a 23 a 13 a
‘Salamanca’ 253 23 a 1.3 b 03 Db 06 b
‘Temporalera’ 226 22 a 1.3 b 1.0 b 03 ¢
‘Verano’ 97 0b 0c 0b 0c
‘Saturno’ 80 0b 0c 0 b 0c

Medias con letra diferente en cada columna son estadisticamente diferentes (Tukey 0.01). NTA= Nuamero total de anteras en estudio; CE = Porcentaje de

callos embriogénicos;
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PV = Porcentaje de plantas verdes; PA = Porcentaje de plantas albinas; PF = Porcentaje de plantas fértiles.
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Estos resultados coinciden con los reportados por Pi-
card et al. (1987) y por Hewstone et al. (1992), quienes
con Hybrex®, un agente similar al Ethrel®, indujeron an-
droesterilidad o dimorfismo en la androgénesis, y asi lo-
graron incrementar en 10 veces la formacion de plantas
verdes en comparacion con el testigo. Tales resultados im-
plican que con el uso del 4cido hiimico se lograron incre-
mentos de 25 y de casi 9 veces en la regeneracion de plan-
tas verdes y fértiles a partir del cultivo in vitro de anteras
de trigo, aunque debe tenerse en cuenta que la respuesta
tiene un componente genético. Es decir, el 4dcido hiimico
constituye una alternativa prometedora para incrementar
la respuesta de las anteras de trigo al cultivo in vitro. Este
efecto del acido himico puede deberse al efecto auxinico
reportado por otros autores (Canellas er al., 2002). Su
efecto promotor de la androgénesis podria deberse también
a la estimulacién del crecimiento de las plantas donadoras
y a un mayor vigor de las mismas, como se ha reportado
en varios cultivos (Atiyeh et al., 2002; Arancon et al.,
2003), lo cual podria favorecer también un mejor desarro-
llo de las anteras y un consecuente incremento en la capa-
cidad de regeneracion de plantas.

En el estudio de la correlacion entre el ancho de las
hojas de las plantas de trigo derivadas del cultivo de ante-
ras y su fertilidad en etapa adulta, se encontraron los si-
guientes valores: KrGl01, r = 0.67*; KrGl01Cu, r =
0.80**; KrGl02, r = 0.77*%; KrGl02Cu, r = 0.73%%;
KrGl03, r = 0.73**; KrGI03Cu, r = 0.41™; KrGIO, r
= 0.57*; KrGl04Cu, r = 0.51*. En siete de los ocho
genotipos, el coeficiente de correlacion (r) fue mayor a
0.5, por lo que en la mayoria de los genotipos se podria
utilizar al ancho de la hoja como una caracteristica indica-
dora de la fertilidad de las plantulas procedentes del culti-
vo in vitro de anteras de trigo.
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CONCLUSIONES

El cultivo in vitro de anteras de plantas provenientes de
cruzas entre trigos rusos de invierno recalcitrantes al culti-
vo in vitro de anteras, y trigos mexicanos de primavera
con respuesta positiva al cultivo de anteras, fue eficiente y
confirmo el control genético de las respuestas diferenciales
de las anteras de trigo a la regeneracion de plantas.

La condicion ambiental a la cual se desarrollaron las
plantas de trigo donadoras de anteras, fue un segundo fac-
tor importante de control de las respuestas de las anteras
cultivadas in vitro. La aplicaciéon de acido humico a las
plantas de trigo 3 d antes de cortar las espigas para la ob-
tencion de anteras para el cultivo in vitro, promovié la in-
duccién de callos embriogénicos hasta cinco veces mas que
lo obtenido en plantas no tratadas.

El ancho de las hojas de las plantulas de trigo deriva-
das del cultivo in vitro de anteras, mostré ser eficaz de 41
a 80 % para predecir si las plantulas recién regeneradas
serian fértiles o estériles.
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