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Producción de plantas triploides mediante mutación inducida para ampliar la base genética del algodón
Corresponde a la Revista de la ICAC RECORDER (volumen XXVII- Numero 3 – SETIEMBRE 2009) del CCIA publicada con fecha 14-10-09 
Ali Safari Mofidabadi, Instituto para la Investigación del Algodón, Gorgan, Iran.

Resumen
Se empleó el ácido giberélico como regulador del crecimiento para obtener híbridos interespecíficos de especies de algodón tetraploides y diploides. Dos variedades comerciales de G.hirsutum (Sahel y Siokra) se tomaron como progenitores femeninos y se empleó polen de Hashem Abad y Cachemira (G. arboreum) para fertilizar las flores emasculadas. Las flores fertilizadas fueron tratadas con diversas concentraciones de ácido giberélico para salvar el obstáculo de la abscisión de las flores. Las pruebas de Chi-cuadrado mostró que las diferentes concentraciones de ácido giberélico produjeron diferencias significativas en los cruzamientos para el desarrollo de las cápsulas (α=0,05). Se observaron diferencias altamente significativas en la maduración de las cápsulas entre las plantas de control y las plantas tratadas con la hormona reguladora del crecimiento. El mayor nivel de desarrollo de cápsulas (92%) se observó en el Siokra x Hashem Abad cuando se trató la flor polinizada con ácido giberélico a 100 ppm transcurridos entre 70 y 80 días después de la polinización. En cambio, en las plantas que no fueron tratadas con ácido giberélico sólo entre un 2% y 3% de las flores polinizadas produjeron cápsulas. La cantidad de semillas maduradas por cápsula varió desde semillas no maduradas hasta un promedio de 2,8 semillas por cápsula. Además, las semillas no se desarrollaron tan perfectamente como las de los progenitores femeninos autopolinizados. Se observó que las plantas híbridas tuvieron un crecimiento más vigoroso que el de ambos progenitores, y que, en lo relativo a algunas características, alcanzaron un nivel intermedio.
Introducción
El algodón pertenece al género Gossypium y cuenta con recursos genéticos tanto en sus formas silvestres como en las domesticadas (Bhale, 1999). Las especies que se cultivan en Asia, G. arboreum L. y G. herbaceum L., son diploides, con 2n=26 cromosomas, mientras que las especies que se cultivan en el Nuevo Mundo, G. hirsutum y G. barbadense, son alotetraploides, con 2n=52 cromosomas (Ravikesavan et al., 2002). En el comercio mundial algodonero dominan los tetraploides, por lo que existe la necesidad perenne de ampliar su base genética disponible (Stewart y Hsu, 1978). Sería útil incorporar a los algodones tetraploides la resistencia a ciertos patógenos e insectos, la esterilidad masculina, así como ciertas características morfológicas con las que cuenta el algodón del Viejo Mundo (diploides) a fin de lograr producciones más elevadas (Stewart y Hsu, 1977).
 Los genetistas dedicados al mejoramiento del algodón llevan mucho tiempo tratando de obtener híbridos a partir de especies diploides y tetraploides (Gill y Bajaj, 1987), pero ha resultado difícil, a veces imposible, obtener muchos híbridos en condiciones in al., (1993) y 

Moradi (1997) han recomendado que se explore el cultivo óvulo-embrionario, pero Amalraj (1989) y, Joshi y Johri (1972) sugirieron la aplicación de ácido giberélico (GA3) y ácido naftaleno acético (ANA) en los intentos por lograr híbridos entre progenitores al., (1993) y Moradi (1997) han recomendado que se explore el cultivo óvulo-embrionario, pero Amalraj (1989) y, Joshi y Johri (1972) sugirieron la aplicación de ácido giberélico (GA3) y ácido naftaleno acético (ANA) en los intentos por lograr híbridos entre progenitores situ debido a varios factores de incompatibilidad. A su vez, las especies diploides que se cruzan directamente con el algodón Upland producen híbridos triploides F1 estériles. Esos híbridos estériles tienen que ser tratados con colchicina para producir hexaploides fértiles (Joshi y Johri, 1972). 
Mirza et distantes (entre especies). Se han realizado muchos intentos de nutrición in vitro de embriones inmaduros, pero debido a la abscisión de las flores resultantes de la polinización cruzada, así como el largo tiempo que demora el desarrollo de los embriones del algodón, el rescate de embriones no ha resultado ser un método eficaz para la obtención de plantas híbridas. Por esa razón, en el presente estudio se emplearon diversas concentraciones de ácido giberélico para evitar el problema de la abscisión de las flores de las plantas tetraploides polinizadas y lograr que los embriones se convirtieran en semillas plenamente desarrolladas.
	Cuadro 1: Cruzamientos y tratamientos con acidos giberelico 

	Progenitor tetraploide 
	Progenitor diploide 
	Tratamiento con a.giberelico 

	Sahel
	Hasham-Abad
	50 ppm

	Sahel
	Kashmer 
	50 ppm

	Siokra 
	Hasham-Abad
	50 ppm 

	Siokra 
	Kashmer 
	50 ppm

	Sahel
	Hasham-Abad
	100 pm

	Sahel
	Kashmer 
	100 pm

	Siokra 
	Hasham-Abad
	100 pm

	Siokra 
	Kashmer 
	100 pm 

	Sahel
	Hasham-Abad
	250 pm 

	Sahel
	Kashmer 
	250 pm 

	Siokra 
	Hasham-Abad
	250 pm 

	Siokra 
	Kashmer 
	250 pm 

	Sahel
	Hasham-Abad
	Control/sin tratamiento 

	Sahel
	Kashmer 
	Control/sin tratamiento 

	Siokra 
	Hasham-Abad
	Control/sin tratamiento 

	Siokra 
	Kashmer 
	Control/sin tratamiento 


Materiales y métodos

Se intentó realizar cruzamientos en el terreno para producir híbridos interespecíficos utilizando especies de plantas escogidas sobre la base de diferentes distancias genéticas. En todos los cruzamientos, los progenitores femeninos fueron tetraploides y los masculinos, diploides. Semillas de los progenitores seleccionados se sembraron en hileras a una distancia de 90 cm entre hileras y entre plantas. En cada unidad experimental se sembraron 10 hileras de progenitores de semillas y dos hileras de progenitores de polen. Todas las prácticas agronómicas recomendadas, tales como la fertilización y el riego, se realizaron en el momento indicado. Para impedir la abscisión de las flores y fomentar la retenciónde las cápsulas, las flores polinizadas se asperjaron con tres concentraciones diferentes de ácido giberélico durante el espacio de una semana. Después de la hibridación, se realizó la emasculación y la polinización a mano en condiciones de terreno. La emasculación se hizo en el momento preciso, avanzada la tarde, y las flores emasculadas se polinizaron a la mañana siguiente. Para reducir la incidencia de caída de las cápsulas se aplicó ácido giberélico en la base del pedículo en concentraciones de 50, 100 y 250 ppm durante 7 días después de la polinización. El cuarto grupo del experimento (el control) no recibió ninguna aplicación de ácido giberélico, es decir, no fue objeto de tratamiento alguno. La cantidad de cápsulas maduradas se contó en el momento de la cosecha y se analizó utilizando la prueba de Chi-cuadrado.

	Cuadro 2: Efecto de diferentes cruzamientos y diferentes aplicaciones de
acido giberelico sobre la cruzabilidad. 


	Cruzamiento 
	GA(3) ppm 
	% retencion de las capsulas 

	Siokra x Hashem-Abad 
	50
	50

	
	100
	92*

	
	250
	57

	 
	0
	3

	Siokra x Kashem-Abad 
	50
	70

	
	100
	86*

	
	250
	74

	 
	0
	2

	Sahel x Kashme
	50
	38

	
	100
	57*

	
	250
	39

	 
	0
	2

	Sahel x Hashem-Abad 
	50
	20

	
	100
	47*

	
	250
	30

	 
	0
	2

	* = diferencias significativas al nivel 5%
	


 Resultados y discusión

Hubo un total de 16 cruzamientos. Ochenta flores fueron emasculadas y polinizadas. En cada cruzamiento se utilizó un progenitor tetraploide y uno diploide (cuadro 1). Los resultados demostraron que de 1.280 flores obtenidas por polinización cruzada, se lograron 326 cápsulas maduras (26%) a los 70-80 días después de la polinización. Esos resultados contrastan con los resultados informados por Stewart y Hsu (1978) y Moradi (1997), quienes lograron obtener híbridos triploides a partir de cruzamientos entre genotipos tetraploides y diploides con aplicación de una hormona reguladora del crecimiento y sin cultivo embrionario in vitro. Los datos acerca de la cantidad de cápsulas maduradas, contadas para cada cruzamiento a los 70-80 días después de la polinización mostraron diferencias significativas (por la prueba de Chi-cuadrado al nivel de α=0,05) entre progenitores en cuanto a la cruzabilidad, así como respecto del tratamiento para la retención de las cápsulas (cuadro 2). Moradi (1997) informó resultados similares. Stewart y Hsu (1978) lograron resultados exitosos mediante el rescate embrionario junto con la hormona reguladora de crecimiento para especies algodoneras diploides y tetraploides. 
Como se aprecia en el cuadro 2, el nivel máximo de retención de cápsulas, 92%, se logró en un cruzamiento de Siokra x Hasham Abad con aplicación de ácido giberélico a 100 ppm. En el grupo de control se logró una retención de sólo el 3% de las cápsulas con la misma combinación de progenitores, lo que demostró que el aumento de la cantidad de cápsulas maduradas se debió exclusivamente al tratamiento con ácido giberélico a 100 ppm. El todos los cruzamientos realizados, un promedio de sólo el 2,5% de las flores polinizadas se desarrollaron formando cápsulas cosechables sin el tratamiento con ácido giberélico. La cantidad de semillas por cápsula varió desde la ausencia total de semillas maduras hasta un promedio de 2,8 semillas por cápsulas. Las cápsulas y las semillas no llegaron a estar tan desarrolladas como las de los progenitores femeninos autopolinizados. En general, las plantas híbridas se  mostraron más vigorosas que cualquiera de sus progenitores y, tratándose de ciertas características morfológicas, los híbridos mostraron un nivel intermedio. 
	Cuadro 3: Efecto medio del acido 
giberelico sobre la hibridacion 

	Acido giberelico 
(ppm)
	Cruzabilidad
%

	100
	70,5*

	50
	40,5

	250
	50,0

	0
	2,25

	* = diferencias significativas al nivel del 5%


La cantidad promedio de cápsulas retenidas fue del 55% cuando se mantuvo una variedad tetraploide como progenitora materna y las flores producto de la polinización cruzada fueron tratadas con ácido giberélico. La inclusión de cuatros controles redujo el porcentaje de cápsulas maduras al 42%. El efecto medio de la concentración del tratamiento con hormonas mostró que había diferencias altamente significativas entre los resultados producidos por las diferentes concentraciones de ácido giberélico. Los datos contenidos en el cuadro 3 demuestran que en todos los cruzamientos la concentración de 100 ppm de ácido giberélico produjo el número máximo de cápsulas maduras. Las diferencias entre los cruzamientos tratados con la concentración de 100 ppm fueron despreciables. En cuatro de los cruzamientos, la concentración de 100 ppm produjo niveles de maduración de cápsulas de entre 47% y 92%. En cambio, el nivel de maduración en el grupo de control nunca sobrepasó un 3% en ninguno de los cruzamientos. 
El efecto medio de la selección de progenitores sobre el éxito de la cruzabilidad indicó que, cuando se cruzaban dos progenitores diploides diferentes, la variedad Siokra ofrecía mayores probabilidades de éxito que la variedad Sahel (cuadro 4). En sus experimentos, Bhale (1999) obtuvo resultados similares. Halló que el algodón de hoja tipo okra ofrece mayores probabilidades de cruzabilidad que las variedades de hoja normal. Atendiendo a esa observación, se recomienda que se mantenga una distancia de no menos de 50 metros de aislamiento en el cultivo de semillas de variedades de hoja tipo okra para evitar el peligro de la polinización cruzada. Entre los cruzamientos de Siokra con progenitores diploides, la mayor cruzabilidad se observó en Siokra x Hashem Abad (cuadro 4).
	Cuadro 4: Efecto medio de los progenitoressobre la hibridacion

	Progenitores 
	% de cruzabilidad 

	Siokra x Hashem-Abad 
	50,5*

	Siokra x Kashmer
	58,0

	Sahel x Hashem-Abad
	24,8

	Sahel x Kashmer 
	38,0

	* = Diferencias significativas al nivel 5%. 
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