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Resumen

Abstract

Foschi, M.L.; Martínez, L.; Ponce, M.T. y Galmarini, C.R.

2009. Doblehaploides, una estrategia biotecnológica para el

mejoramiento genético en cebolla (Allium cepa). Horticultura

Argentina 28(66): 40-48

Las líneas autofecundadas de cebolla utilizadas para la obten-

ción de híbridos son líneas parcialmente homocigotas, debido a

que la cebolla presenta alto grado de depresión por endogamia.

La producción de plantas haploides mediante ginogénesis in

vitro y posterior duplicación de número de cromosomas es una

estrategia que permite obtener una completa homocigosis.

Existen varios factores que afectan la ginogénesis, entre ellos

se encuentran el genotipo de la planta donadora, las condicio-

nes y el medio de cultivo, los cuales han sido ampliamente es-

tudiados en los genotipos locales. Una vez obtenidos los em-

briones haploides es necesaria la duplicación de los cromoso-

mas, debido a la escasa duplicación espontánea. Para tal propó-

sito existen diferentes sustancias antimitóticas, la de mayor uso

es la colchicina y luego el amiprophos-methyl que presentan

una eficiencia del 70 % y en menor proporción se utilizan la tri-

fluralina y la orizalina de menor eficiencia de duplicación. Los

principales factores que afectan a las técnicas de duplicación

son: el tipo de explanto utilizado, la sustancia duplicadora, la

duración y las condiciones bajo las cuales se realizan los trata-

mientos. Este paso de la técnica representa hoy en día una de

las principales limitantes para su uso en los planes de mejora-

miento.

Palabras clave adicionales: Dihaploides, colchicina, amipro-

phos-methyl (APM), haploide.

Foschi, M.L.; Martínez, L.; Ponce, M.T. and Galmarini, C.R.

2009. Dihaploids, a biotechnological strategy for the genetic

improvement in onion (Allium cepa). Horticultura Argentina

28(66): 40-48

The lines used for onion hybrid production are partially ho-

mozygous due to the existence of endogamy depression during

selfing. The production of haploid plants through in vitro gyno-

genesis, and later chromosome doubling allows reaching com-

plete homozygosis. There are several factors that influence

onion gynogenesis like, the genotype of the donor plant, the

conditions and media of the growth culture. The duplication of

chromosome number is a necessary step once obtained the ha-

ploid embryos, because spontaneous doubling is very low. The-

re are several antimitotic substances that can be used for chro-

mosome doubling, among them colchicine and APM, both with

70 % of efficiency, and others like oryzalin and trifluralin. The

principal factors that affect doubling techniques are: the ex-

plant type, the antimitotic substances used, the duration and

conditions under which the treatments are performed. For these

reasons is necessary to optimize the duplication methods adjus-

ting the concentration used and the duration of the treatments.

This technique step represents today one of the main cons-

traints for use in the improvement plans.

Additional keywords: Dihaploids, colchicine, amiprophos-

methyl (APM), haploids.

Horticultura Argentina 28(66): May.-Ago. 2009 40

1. Introducción

En Argentina se cultivan alrededor de 20.000 ha

de cebolla y se producen más de 500.000 t. Esta

especie ocupa el tercer lugar a nivel nacional entre

los cultivos hortícolas de acuerdo al volumen total

producido. El 95 % de la producción nacional se

destina a mercado en fresco (FAO, 2005).

Las cultivares más usadas en Argentina corres-

ponden a:

1. Cultivares de Día Corto: cebollas tipo valen-

cianitas (Angaco INTA).

2. Cultivares de Día Intermedio: cebollas tipo

Torrentina (Navideña INTA).

3. Cultivares de Día Largo: cebollas del grupo

de las valencianas (Valcatorce INTA, más del 80 %

del área sembrada con cebollas de día largo), y en

menor medida otras variedades como Cobriza IN-

TA, Grano de Oro, etc.

La demanda de variedades específicas adaptadas

a las condiciones agrometeorológicas locales es ca-

da vez mayor. Su adaptación depende mucho del

genotipo. Se pueden cultivar dos tipos de varieda-

des: las de polinización abierta (OP), o híbridos



(producidos al cruzar líneas puras o parcialmente

homocigotas). Los híbridos presentan las siguientes

ventajas: mayor productividad debida a la expre-

sión del vigor híbrido, mayor uniformidad y posibi-

lidad de protección de los derechos de obtentor, de-

bido a que el comprador de semilla no la puede re-

producir por sus propios medios.

Las líneas autofecundadas de cebolla empleadas

para la obtención de híbridos no son completamen-

te líneas puras sino que son parcialmente homoci-

gotas, ya que sólo se pueden realizar dos o tres ci-

clos de autofecundación. Esta limitante es debida a

la gran depresión que la especie sufre por endoga-

mia como consecuencia de la gran cantidad de ge-

nes letales que posee la población (Brewster, 2001).

Además, la cebolla es una especie bienal y alóga-

ma, por lo que la obtención de esas líneas parcial-

mente homocigotas para una posterior producción

de híbridos es muy lenta, demandando alrededor de

10 años.

La producción de plantas dihaploides (DH) re-

presenta una estrategia alternativa que permite ob-

tener una completa homocigosis y uniformidad del

genotipo en un corto tiempo (2 años) y es una estra-

tegia utilizada en un gran número de especies, entre

los cuales se puede mencionar maíz, cebada (ac-

tualmente el 50 % de las variedades utilizadas en

Europa provienen de doblehaploides), arroz y en

varias especies medicinales (para un listado más ex-

tenso consultar el sitio: www.scri.sari.ac.uk/assoc/

COST851/default.htm (Forster et al., 2007).

Para un uso práctico de las líneas DH en el me-

joramiento, los procedimientos en la inducción para

la producción de plantas haploides deben ser efi-

cientes, no muy laboriosos e insensibles al genotipo

(Rabinowicht & Currah, 2002). Los regenerantes

deben crecer bien en cultivo in vitro y su genoma

debe ser duplicado fácilmente; además las plantas

producidas se deben aclimatar sin problemas. Por

otra parte, los DH regenerados tienen que conservar

su integridad genética y producir semillas fértiles.

Si bien todas estas características no son fáciles

de lograr (Rabinowicht & Currah, 2002; Alan et al.,

2004), los trabajos realizados por más de 15 años en

la Cátedra de Fisiología Vegetal de la Facultad de

Ciencias Agrarias de la UNCuyo en conjunto con el

INTA LA Consulta han permito avanzar en la opti-

mización de la técnica para las cultivares de interés

en nuestra región (Hussey & Falavigna, 1980; Mu-

ren, 1989; Campion & Alloni, 1990; Campion et

al., 1992).

A continuación se desarrollarán los distintos fac-
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tores que intervienen en la obtención de haploides y

doblehapliodes en cebolla basados tanto en resulta-

dos propios, como en los encontrados en la biblio-

grafía.

2. Factores que afectan la inducción de haploides

vía ginogénesis in vitro

Explanto inicial: la inducción de la ginogénesis

puede realizarse a través del cultivo de flores enteras,

óvulos u ovarios (Campion et al., 1992; Bohanec et

al., 1995). Siendo el cultivo de flores enteras la téc-

nica más utilizada en la mayoría de los estudios por

ser la más eficiente en la producción de embriones

ginogenéticos y la menos laboriosa (Bohanec et al.,

1995; Geoffriau et al., 1997; Bohanec & Jakse, 2000;

Martínez et al., 2000; Michalik et al., 2000). La auto-

fecundación de las flores enteras se descarta en culti-

vo in vitro debido a que las anteras no son viables po-

siblemente por la alta humedad relativa del ambiente

dentro de los recipientes (Rabinowicht & Currah,

2002). Una desventaja del cultivo de flores es la pro-

ducción de callos, fenómeno que no ocurre cuando

utilizamos óvulos u ovarios, debido a que los callos

se forman a partir de los nectarios ubicados en la ba-

se de las flores provocando un incremento en la ge-

neración de embriones somáticos diploides heteroci-

gotas (Bohanec & Jakse, 1999).

Estado de desarrollo del gametofito femenino:

el estado de desarrollo de la megáspora afecta el de-

sarrollo de embriones ginogenéticos obtenidos a

partir del cultivo de flores enteras sin fecundar

(Muren, 1989). El momento ideal para la recolec-

ción de las flores corresponde a 3 a 5 días antes de

antesis, estado adecuado para una mayor produc-

ción de embriones ginogenéticos (Muren, 1989).

Este momento se correlaciona con el tamaño de la

flor; las muy pequeñas (2,8 a 3 mm de longitud)

producen menos embriones que las de mayor tama-

ño (3,5 a 4,5 mm de longitud) (Michalik et al.,

2000; Alan et al., 2004). En el estado de preantesis

(3 a 5 días antes de la apertura floral), el megaspo-

rofito se encuentra maduro (Musial et al., 2001), sin

embargo, otras investigaciones demuestran que en

ovarios de 2 a 3 mm de diámetro, el saco embriona-

rio se encuentra inmaduro, siendo éste el mejor mo-

mento para inducir embriones ginogenéticos (Mu-

sial et al., 2001). Las flores pueden ser recolectadas

cortando la umbela cuando por lo menos el 30 % de

las mismas se encuentran en la etapa apropiada y

luego seleccionar las flores en el laboratorio, o bien

se pueden cortar las flores directamente a campo en



forma gradual dándole tiempo al resto para que

puedan lograr un mayor éxito en la producción de

embriones ginogenéticos, como así también un me-

jor aprovechamiento de las plantas donantes (Rabi-

nowicht & Currah, 2002).

Condiciones de cultivo de las plantas donantes:

las plantas donantes deben estar protegidas de pla-

gas y enfermedades, siendo los trips de especial in-

terés ya que sobreviven a la esterilización ocasio-

nando grandes pérdidas de material in vitro por con-

taminación. Adicionalmente, condiciones de alta

humedad relativa durante el cultivo incrementan

notablemente las contaminaciones con bacterias.

Las condiciones climáticas de Mendoza permiten el

cultivo de las plantas donantes a campo (Rabino-

wicht & Currah, 2002). Si bien Michalik et al.

(2000) afirman que la temperatura durante el culti-

vo no afecta significativamente la ginogénesis,

otros autores reportan incrementos significativos

cuando las plantas donantes se someten a tempera-

turas de 14 ºC (Michalik et al., 2000) y 15 ºC (Pu-

ddephat et al., 1999).

Medio de cultivo: es el principal factor que pue-

de controlarse para la inducción y desarrollo de

plantas. Los medios más utilizado son el BDS

(Dunstan & Short, 1977), el de Murashige–Skoog

(Murashige & Skoog, 1962), y en menor medida el

medio B5 (Gamborg et al., 1968). La sacarosa,

fuente de hidratos de carbono, constituye uno de los

principales componentes del medio de cultivo que

promueve la ginogénesis. No existe evidencia que

otras fuentes carbonadas como la glucosa, fructosa

o maltosa incrementen la producción de embriones

ginogenéticos (Hassandokht & Campion, 2002;

Ponce et al., 2006). Tanto el tipo de gelificante co-

mo su concentración pueden afectar la traza de re-

generantes, Jakse et al. (1996) demostraron una ma-

yor eficiencia del gellum gum, mientras que Ponce

et al. (2006) encontraron un efecto de la concentra-

ción del mismo. Tanto la ausencia del polen para

producir la fecundación como del resto de la planta

justifican el agregado exógeno de reguladores del

crecimiento para la inducción de embriones ginoge-

néticos (Musial et al., 2001). La combinación em-

pleada exitosamente para esta técnica está represen-

tada por auxinas (2-4 D) y citocininas (BAP) (Cam-

pion et al., 1995; Jakse et al., 1996; Luthar & Bo-

hanec, 1999). En cultivares locales se ha demostra-

do el efecto promotor de las poliaminas, putrescina

y espermidina, en la tasa de producción de embrio-

nes (Martínez et al., 2000). El cultivo de los em-

briones obtenidos no requiere del agregado de regu-
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ladores de crecimiento (Rabinowicht & Currah,

2002; Martínez, 2003).

Condiciones de cultivo: las condiciones de cul-

tivo in vitro de flores de cebolla reportadas en la

mayoría de los trabajos consultados son un fotope-

ríodo de 16 h de luz y 8 h de oscuridad, intensidad

lu-mínica variable entre 30 y 80 µE·m-2·s-1 y tem-

peratura de 26 + 2 ºC (Muren, 1989; Campion &

Alloni, 1990; Campion et al., 1992; Bohanec et al.,

1995; Jakse et al., 1996; Hassandokht & Campion,

2002; Rabinowicht & Currah, 2002).
Efecto de pretratamiento con reguladores del

crecimiento: experiencias locales demostraron en

Cobriza y Valcatorce INTA que el pretratamiento de

las umbelas con CCC incrementó significativamen-

te la tasa de regenerantes, mientras que la aplica-

ción de putrescina en el vástago floral también me-

joró el rendimiento, en este caso sólo en Valcatorce

(Ponce et al., 2006).

Efecto del genotipo: Numerosas investigacio-

nes han determinado que la inducción de haploides

depende del genotipo (Mukhambetzhanob, 1997).

Se ha probado el efecto del genotipo en varias espe-

cies tales como gerbera (Tosca et al., 1999) y Spa-

thiphyllum wallisii (Eckhaut et al., 2001), variando

el porcentaje de embriogénesis entre 0 y 40 %. En

cebolla, la cantidad máxima esperada de produc-

ción de embriones ginogenéticos sería de 6 por flor

(600 %); sin embargo las máximas tasas promedio

obtenidas no han superado el 20 % (1 embrión cada

5 flores) (Bohanec et al., 1995; Hansen & Ander-

sen, 1998; Bohanec & Jakse, 1999; Michalik, 2000;

Hassandokht & Campion, 2002; Alan et al., 2003;

Bohanec & Jakse, 2003). Bohanec y Jakse (1999)

utilizando cultivares híbridos y de polinización

abierta provenientes de Estados Unidos obtuvieron

en promedio un porcentaje elevado de embriones

ginogenéticos (18 a 23 %), mientras que una planta

individual produjo un porcentaje de 51,7 (Bohanec

& Jakse, 1999). El efecto del genotipo también se

probó en plantas dadoras provenientes no solo de

Allium cepa, sino también de cruzamientos de A.

cepa x A. roylei, dando diferencias en la respuesta

ginogenética entre 0 y 8 %. Cuando realizaron cru-

zamientos entre plantas con alta y baja producción

de embriones observaron que la tasa de embriogé-

nesis se hereda cuantitativamente, con dominancia

hacia la baja producción de embriones (Alan et al.,

2003). La autofecundación de plantas provenientes

de líneas con alta tasa de embriogénesis mostró

también alta producción de haploides (Bohanec et

al., 2003a y Bohanec et al., 2003b). Con respecto a
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los genotipos cultivados en Argentina la cv. Cobriza

INTA responde más que Valcatorce INTA y ésta

más que Navideña INTA a la producción de embrio-

nes ginogenéticos, con 4,8 %, 2,9 % y 0,83 % de

embriones respectivamente (Ponce et al., 2006;

Ponce, 2007). En otro trabajo se evaluó la existen-

cia de variabilidad en la respuesta ginogenética

dentro de la cv. Cobriza INTA, para lo cual se midió

la respuesta ginogenética de plantas individuales.

Se confirmó la existencia de variabilidad dentro de

la cultivar, los porcentajes de ginogénesis variaron

entre 0 y 25 % (Foschi, 2008).

3. Factores que afectan la duplicación del núme-

ro de cromosomas de haploides de cebolla

Posteriormente a la obtención de embriones gi-

nogenéticos (haploides) es necesaria la duplicación

de sus cromosomas para producir líneas dihaploides

homocigotas (Stoldt & Schum, 1994.). La duplica-

ción espontánea del número de cromosomas en

plantas haploides de cebolla es muy baja, varía

entre 1 y 23 % (Campion et al., 1995; Geoffriau et

al., 1997; Song et al., 1997; Puddephat et al., 1999;

Alan et al., 2003; Alan et al., 2004; Hassandokht &

Campion, 2002; Sulistyaningsih et al., 2002).

La sustancia más utilizada para la duplicación de

cromosomas es la colchicina (Campion et al., 1995;

Zhao et al., 1996; Geoffriau et al., 1997; Song et

al., 1997), con una eficiencia media de duplicación

del 70 %, aproximadamente (Nowak, 2000; Martí-

nez, 2003; Grzebelus & Adamus, 2004). Una de las

desventajas del empleo de este compuesto es la ele-

vada fitotoxicidad por las altas dosis que se requie-

ren para lograr una alta tasa de duplicación (Nowak,

2000). En especies como maíz, zanahoria y trigo, la

colchicina se ha utilizado 100 a 1.000 veces más

que otras sustancias antimitóticas como trifluralina,

orizalina y APM, para inducir efecto antimicrotubu-

lar (Hansen & Andersen, 1998).

Los tipos de explantos a ser tratados con estos

antimitóticos pueden ser trozos basales de los mi-

crobulbos cortados longitudinalmente (Campion et

al., 1995; Geoffriau et al., 1997; Nowak, 2000.) o

directamente el uso de embriones haploides (Boha-

nec & Jakse, 2000).

El porcentaje de duplicación en embriones ha-

ploides de cebolla se incrementa al emplear 10

mg·L-1 de colchicina durante 3 días de aplicación,

produciendo 46 % de plantas completamente di-

ploides (Campion et al., 1995). También se han ob-

tenido buenos resultados con concentraciones de
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500 mg·L-1 durante 10 días de aplicación, sobre

plántulas micropropagadas de cebolla (Stoldt &

Schum, 1994).

En híbridos de A. fistulusom x A. cepa se obtuvo

el mayor porcentaje de tetraploides con concentra-

ciones de 2.000 mg·L-1 de colchicina y 3 días de

exposición en medio líquido, con posterior transfe-

rencia a medio de cultivo sólido (Song et al., 1997).

La colchicina también actúa promoviendo la gi-

nogénesis in vitro de la cebolla, incrementando el

porcentaje de embriones mediante el pretratamien-

to de las umbelas con una solución de 20 mg·L-1

durante 3 días y 250 mg·L-1 durante 24 h (Martínez,

2001; Martínez, 2003).

Al igual que en cebolla, la colchicina también

actúa como promotora de la embriogénesis en otras

especies. En cultivo de anteras de Brassica napus,

la utilización de 25 mg·L-1 durante 24 h, tuvo un

efecto positivo para la embriogénesis (Zaki &

Dickinson, 1995). En trigo se observó que el mayor

número de embriones y tasa de regenerantes se ob-

tuvo con concentraciones de 400 a 1.200 mg·L-1 de

colchicina durante 24 h (Hansen et al., 1998). En

cultivo de anteras de maíz concentraciones elevadas

de 250 mg·L-1 fueron detrimentales para la produc-

ción de embriones (Saisingtong et al., 1996).

En general, en todas las especies la tasa de so-

brevivencia disminuyó con el aumento de la con-

centración y el tiempo de exposición empleados,

usándose una concentración de colchicina entre 100

y 1.000 mg·L-1 para obtener un porcentaje de dupli-

cación del 60 % aproximadamente.

El efecto adverso de los tratamientos sobre la

producción de embriones y la capacidad de duplica-

ción indican la necesidad de determinar un balance

entre concentración y duración para cada material

(Redha et al., 1998).

Existen otras sustancias antimitóticas como la

trifluralina, orizalina y amiprophos-methyl (APM)

que pueden reemplazar a la colchicina, siendo me-

nos tóxicos y de mayor eficiencia que ésta, ya que

con menores concentraciones se logran similares

porcentajes de duplicación (Bohanec & Jakse,

2000; Nowak, 2000) o una mejor calidad de plantas

(Geoffriau et al., 1997).

Bohanec y Jakse (2000) plantearon un nuevo en-

foque para la duplicación del genoma en cebolla,

utilizando los embriones inmediatamente después

de haber sido obtenidos a partir de flores sin fecun-

dar, en lugar de trozos de plántulas haploides mi-

cropropagadas. En este trabajo se utilizó por prime-

ra vez APM en cebolla demostrándose que, aplica-
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do en concentraciones y tiempos apropiados, fue

superior a orizalina debido a la baja toxicidad que

provocó sobre el tejido vegetal. La eficiencia de

duplicación del genoma fue para ambos productos

del 70 % a una concentración de 17,3 mg·L-1 de ori-

zalina (50 µM) y 15,2 mg·L-1 (50 µM) de APM

durante 72 h de exposición.

Nowak (2000) empleó colchicina y trifluralina

sobre embriones ginogenéticos para duplicar el ge-

noma en microplántulas multiplicadas de nueve

cultivares polacos y 14 genotipos. Demostró que el

empleo de 500 mg·L-1 (1,25 mM) de colchicina du-

rante 72 h produjo un mayor porcentaje de duplica-

ción (77 %) que el uso de 1,68 mg·L-1 (50 µM) de

trifluralina (40 %).

Bohanec y Jakse (2000) y Bohanec et al.

(2003a) demostraron que en plantas haploides pro-

venientes de tres líneas endogámicas y cinco híbri-

dos experimentales el empleo de 50 µM de APM

durante 2 días en medio líquido sobre embriones

enteros fue el tratamiento más exitoso con 36,7 %

de plantas diploides.

Otros ensayos con distintas variedades de cebo-

lla de día largo de polinización abierta e híbridos

provenientes de Estados Unidos, Polonia y Argen-

tina, mostraron altas respuestas de duplicación con

100 a 300 mg·L-1 de colchicina (70 %). La eficacia

de orizalina y APM fue similar a la de la colchicina

cuando se empleó a 50 µM; también se observó una

menor fitotoxicidad usando APM (Bohanec & Jak-

se, 2000; Jakse & Bohanec, 2003; Martínez, 2003;

Alan et al., 2004; Grzebelus & Adamus, 2004).

Grzebelus y Adamus (2004) evaluaron el efecto

de trifluralina, orizalina, APM y colchicina sobre la

duplicación del genoma en embriones ginogenéti-
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cos de cebolla, a distintas concentraciones y tiem-

pos de aplicación (72 y 24 h). Los mejores resulta-

dos, 32 a 34 %, se obtuvieron con una concentra-

ción de 50 µM para todos los reactivos empleados

excepto para colchicina donde el porcentaje de du-

plicación fue menor 19 % (25 µM) y 31 % (125

µM). El APM fue potencialmente el mejor produc-

to para diploidizar plantas in vitro, ya que esta sus-

tancia fue menos tóxica para su manipulación que

la colchicina y el costo de duplicación fue menor,

debido a que APM puede ser efectivo en mucha me-

nor concentración que la colchicina. Por otra parte,

en variedades de día largo de polinización abierta e

híbridos provenientes de Estados Unidos, se obtuvo

un porcentaje de duplicación del 30 %, con trata-

mientos de 200 a 400 mg·L-1 de colchicina, en me-

dio líquido durante 48 h. A diferencia de otros tra-

bajos en este se observó que con concentraciones de

APM de 3, 6 y 9 mg·L-1, sólo sobrevivió el 10 % de

las plántulas, mientras que las mayores concentra-

ciones, produjeron un menor porcentaje de sobrevi-

vencia de plántulas (Alan et al., 2004).

Como se observó con colchicina, el APM tam-

bién incrementó la tasa de producción de embriones

ginogenéticos, pero en menor medida (2,2 % para

colchicina y 0,5 % para APM), a través del pretra-

tamiento de las umbelas con una solución de 50 µM

durante 24 h (Martínez, 2001).

Es difícil determinar un rango óptimo de con-

centración de los agentes antimitóticos. Por un lado

las bajas concentraciones y cortos tiempos de apli-

cación no son lo suficientemente eficientes y por

otro lado las altas concentraciones y prolongados

tiempos de aplicación (3 o más días) tienden a cau-

sar daño a las plántulas. Jakse y Bohanec (2003)

Figura 1. Comparación entre los tratamientos de duplicación con colchicina: (a) Testigo haploide; (b) 250 mg·L-1/24

h; (c) 250 mg·L-1/48 h; (d) 500 mg·L-1/24 h; (e) 500 mg·L-1/48 h.
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proponen 1 a 2 días de tratamiento en medio líqui-

do suplementado con 50 µM de APM para una efi-

ciente duplicación del número de cromosomas en

cebolla.

Ensayos realizados con la cultivar Cobriza

INTA, utilizando colchicina 250 mg·L-1 (625 µM) y

500 mg·L-1 (1.250 µM ) y APM 50, 100, y 200 µM

en todos los casos durante 24 y 48 h y con medio de

cultivo sólido; el mejor tratamiento fue el de 250

mg·L-1 de colchicina durante 48 h, debido a que

produjo la mayor tasa de duplicación del genoma en

plántulas de cebolla, compatibles con la menor fito-

toxicidad y alta tasa de sobrevivencia (Figura 1)

(Foschi, 2008).

En general, los antecedentes indican que aunque

se han realizado varios estudios para la duplicación

del genoma en varias especies y en particular en ce-

bolla, con distintos agentes antimitóticos, no existe

un rango definido de concentraciones y tiempos de

aplicación de los mismos para optimizar el proceso

de duplicación del número de cromosomas, espe-

cialmente en embriones haploides de cebolla. Por

este motivo deberían realizarse más ensayos con di-

ferentes concentraciones y tiempos de aplicación de

los agentes antimitóticos para optimizar el proceso

de duplicación del número de cromosomas.

4. Estabilidad genética de los regenerantes

Es esencial mantener la estabilidad genética de

los embriones ginogenéticos regenerados durante

los procesos de inducción de DH. En cebolla se

evaluó la variación que muestran los DH emplean-

do marcadores moleculares RAPD (Random Am-

plified Polymorphic DNA), y se concluyó que exis-

te muy poca variación en estos materiales, debido

posiblemente a que durante el proceso in vitro no se

pasa por estadios de tejidos desdiferenciados (ca-

llos) (Campion et al., 1995). No obstante el uso de

sustancias antimitóticas como colchicina, orizalina,

APM y otras pueden provocar cambios genéticos,

por lo tanto la estabilidad debería evaluarse con

posterioridad al proceso de duplicación (Rabino-

wicht & Currah, 2002; Alan et al., 2004).

El éxito de los programas de mejoramiento de

cebolla para la obtención de híbridos depende de la

producción de un gran número de plantas dobleha-

ploides. Por este motivo se destaca la importancia

de identificar un gran número de plantas a nivel

individual y seleccionarlas por su alta capacidad gi-

nogenética para luego duplicar sus cromosomas

mediante el uso de sustancias antimitóticas.
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