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RESUMEN

En la actualidad se cuenta con un protocolo de regeneracién de plantulas de onoto, Bixa
orellana L., mediante la embriogénesis somatica (ES) a partir del cultivo de anteras, el cual ha
sido probado eficientemente en varios genotipos. Con la finalidad de determinar si las plantulas
obtenidas eran haploides, o si habia ocurrido una duplicacion espontédnea de los cromosomas, se
realizaron estudios citogenéticos a embriones normales y anormales, asi como a plantulas
cultivadas in vitro y plantas aclimatadas regeneradas por esta técnica en umbraculo. Se
describen los procesos de prefijacion, fijacion, hidrdlisis y tincion mas eficientes para cada uno
de los materiales evaluados. Las observaciones citoldgicas realizadas mostraron que fueron
haploides (n=8 cromosomas), percibiéndose una gran estabilidad en el nimero cromosémico en
las diferentes fases evaluadas. Estos estudios ponen en evidencia la importancia de obtener
informacion relevante sobre la estabilidad genética que permitiria establecer protocolos con el
uso de agentes mutagénicos (colchicina) en programas de mejoramiento en onoto donde se
pretenda obtener plantas dihaploides ciento por ciento homocigotas, mediante la técnica de ES
a partir del cultivo de anteras.

Palabras Clave: Bixa orellana L.; cultivo de anteras; haploide.
Cytogenetic studies of annato embryogenic structures and regenerated plantlets
SUMMARY

At this time, a protocol for regeneration of plantlets through somatic embryogenesis from
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annatto, Bixa orellana L., anthers has been efficiently achieved in different genotypes. In order
to verify if plantlets obtained were haploid or if spontaneous chromosome duplication had
occurred, cytogenetic studies were made on normal and abnormal embryos, as well as on in
vitro cultivated and acclimatized plants regenerated by this technique in the greenhouse. A
description of the most efficient processes of prefixation, fixation, hydrolysis and dyeing for
each genetic material evaluated is presented. According to mitotic countings, they were all
haploids (n=8 chromosomes), showing great stability in chromosome number at different
phases. These studies indicate the importance of obtaining relevant information on genetic
stability in order to establish protocols using mutagenic agents such as colchicine in breeding
programs where dihaploids annatto plants are to be obtained by means of somatic embryo
techniques from anther culture.

Key Words: Bixa orellana L.; anther culture; haploid.
RECIBIDO: junio 01, 2005.
INTRODUCCION

En estudios recientes sobre la embriogénesis somatica (ES) en onoto, Bixa orellana L., se
demostrd la capacidad de inducir callo y regenerar plantas a partir del cultivo de anteras
(Michelangeli de Clavijo et al., 2002a). Esto representa una herramienta muy util ya que la
produccion de haploides y posterior generacion de individuos homocigdticos en una sola
generacion permite acortar la duracion de los programas de mejoramiento genético, comparado
con las técnicas convencionales (Moraes-Fernandes et al., 1999).

Mediante la homocigocidad, es posible la produccién de hibridos F1 puros; ademas facilita al
mejorador en los estudios de herencia y combinacidon de caracteres deseables, asi como la
distincion de mutaciones recesivas de forma inmediata, evitando la apariciéon de quimeras
(Pierick, 1990). A través de la seleccién de individuos homocigotas se pueden desarrollar
nuevas variedades con caracteres deseables como el incremento de la cantidad y calidad (color)
del pigmento producido en las semillas de onoto, asi como uniformidad en la cosecha, capsulas
indehiscentes y resistencia a plagas y enfermedades.

La mayoria de las plantas obtenidas por cultivo de anteras son haploides; sin embargo, en
algunas especies ocurre una duplicaciéon espontanea de los cromosomas en las primeras etapas
de desarrollo de callo y de regeneracidon de la planta (Guo y Pulli, 2000; Roca et al., 1991). En
otros casos, para que ocurra el proceso de diploidizacidon se requiere el uso de agentes
mutagénicos como la colchicina, que inhibe la formacién de microtibulos y la migracidén polar de
los cromosomas, lo que resulta en una célula con nimero cromosdémico duplicado (Barnabas et
al., 1999; Redha et al., 1998).

Adicionalmente, la variacion somaclonal es un fendmeno general que pudiera surgir tras la
regeneracion de plantas a partir de una fase callosa como consecuencia de variaciones
genéticas, por tanto puede exhibir caracteres fenotipicos o bioquimicos diferentes a los del
material parental original. Tales cambios a veces resultan indeseables porque pueden asociarse
con una inestabilidad cromosomica (Lindsey y Jones, 1992) o necesarios como fuente de nueva
variabilidad para los programas de mejoramiento (Tabares et al., 1991).

Por tanto, cuando se llevan a cabo investigaciones sobre morfogénesis in vitro, particularmente
cuando éstas involucran una fase de callo o se usan como explante tejidos de anteras y/o
microsporas, sea con fines de mejoramiento o propagacion, se hace necesario evaluar todo el
proceso de desarrollo de embriones y plantulas para determinar su estabilidad. En
consecuencia, es imprescindible conocer inicialmente el nimero cromosdémico gametofitico de la
especie bajo estudio y contar con protocolos de contaje de cromosomas que permitan
comprobar la posible presencia de variaciones en el nUmero cromosémico.

En tal sentido, en onoto se cuenta con estudios citogenéticos a partir de células madre de las
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microsporas en metafase I donde se confirmd el ndmero cromosdmico haploide de n=8
cromosomas (Michelangeli de Clavijo et al., 2002b), pero se necesita informacién sobre la
estabilidad de los ES obtenidos a partir de cultivo de anteras.

En la presente investigacion se plante6 como objetivo determinar el nivel de ploidia durante
todas las fases de la ES a partir de cultivo de anteras hasta la regeneracion de plantas de
onoto; es decir, en ES, plantulas in vitro y plantas aclimatadas.

MATERIALES Y METODOS

La investigacion se realizd6 en el laboratorio de Cultivo de Tejidos y el Laboratorio de
Citogenética del Centro de Investigaciones en Biotecnologia Agricola (CIBA), de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Central de Venezuela. Se utilizaron ES (normales y anormales) y
plantas de onoto obtenidas por cultivo de anteras en medio suplementado con ANA (4mg 171) y
BA (2 mg I''; Michelangeli de Clavijo et al., 2002a y b), tanto en fase de plantula como
aclimatada en invernadero, asegurando el estudio citogenético a lo largo de todas las fases
involucradas en el proceso (embridn-planta).

Estudios citogenéticos

El procedimiento empleado para el estudio citogenético de los embriones (normales y
anormales) consistié de una prefijacion con solucidn saturada de paradiclorobenceno durante 2
horas, seguido de 3 lavados con agua destilada de 2 min cada uno, después una fijacion con
una solucidn de Carnoy (etanol 95%: acido propionico 3:1) a 60 °C por 15 min y finalmente, 3
lavados de 5 min con etanol 70%.

Para el proceso de tincion, se procedié a colocar los embriones sobre un portaobjeto al que se le
anadido una gota de carmin propidnico 2%. Seguidamente, se pasdé sobre la llama de un
mechero, evitando su ebullicion y eliminando el colorante con un papel secante; este proceso se
repitid 3 veces consecutivas. Nuevamente se agregd una gota de colorante, presionando la
masa embriogénica con una vara de vidrio. Con la ayuda de una pinza se extrajo el exceso de
tejido, se afiadié otra gota de colorante, colocandose en el cubreobjeto, retirando el exceso del
mismo y sellandolo de forma semipermanente con esmalte transparente para ufias.

En el caso de plantulas obtenidas por cultivo de anteras, se realizé una prefijacién de las hojas
igual a la descrita para masa embriogénica. Seguidamente, fue efectuada la fijacion con acido
citrico 0,1 N en buffer citrato de sodio pH 4,4-4,8 a 60 °C por 15 min, seguido de 3 lavados de
2 min con Buffer citrato de sodio. Posteriormente se realizé una hidrdlisis con acido clorhidrico
1 N a 60 °C por 7 min y 3 lavados con agua destilada de 3 min cada uno.

Para el montaje se cortaron trocitos de hoja con la ayuda de un bisturi, los cuales fueron
aplastados suavemente con la vara de vidrio, agregando una gota de acido acético 45% para
después cubrirlo con cubreobjeto. El cubreobjeto fue removido con hielo seco, realizando un
pase rapido en etanol 95%, para luego dejarse en la estufa a 60 °C por 2 h. Finalmente se
procedid a la incubacion con hidréxido de potasio (KOH) 0,07 N, un lavado con Buffer fosfato de
Sorensen pH 6,8 y secado en estufa a 55 °C por 24 h. La tincion se llevé a cabo con Giemsa
10% en Buffer fosfato de Sorensen pH 6,8, un pase rapido en etanol 95% y montaje
permanente con Euparal.

En el caso de las plantas regeneradas por esta técnica y aclimatadas en umbraculo, se realizé
una prefijacién con 8-Hidroxiquinolina 0,03% durante 2 h, seguido de 3 lavados de 5 min con
agua destilada. La fijacién se realizdé con Carnoy (etanol 98% : acido acético glacial 3:1) a 60
°C por 15 min, seguido de Etanol 70% (3 lavados de 5 min cada uno). A continuacién, se
realizé una hidrdlisis similar a la efectuada en plantulas; pero, pasando los trocitos de lamina
foliar por una malla de 6 pm de didametro con el fin de retirar restos de tejido y dejar sélo las
células, esto debido a la mayor consistencia de los mismos. Seguidamente se centrifugd a
10.000 rpm durante 20 min, eliminando el sobrenadante, recogiendo el pellet en un
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portaobjeto con una gota de acido acético 45%, para ser colocado el cubreobjeto. La remocion
de éste se hizo con hielo seco y un pase breve en etanol 95%, dejandose sobre plancha a 38 °C
durante 24 h. Los procesos de incubacién y tinciéon fueron realizados de forma similar al
anterior.

Los registros fotograficos se realizaron con un microscopio optico y cdmara digital, adosada a
una computadora para la obtencion de imagenes digitales con un aumento maximo de 1.600x.

Se efectuaron una serie de estudios preliminares con colchicina para evaluar su efecto como
agente de duplicacion cromosdmica en explantes de callo embriogénico y ES, probandose
diferentes concentraciones (100 y 500 mg 17!) afladidas al medio de cultivo previamente
esterilizada con filtro milipore y dos tiempos de exposicion (48 y 72 h). Estos estudios
representan sélo un inicio en las investigaciones con colchicina como agente de duplicacion
cromosomica en onoto ya que no existen trabajos previos en el area, por tanto se presenta un
analisis general descriptivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante todo el proceso de ES a partir de cultivo de anteras hasta la regeneracién de plantas de
onoto en umbraculo no hubo evidencia de variacién somaclonal ni de duplicacion espontanea de
los cromosomas. Las observaciones citogenéticas realizadas en ES normales y anormales, asi
como en plantulas obtenidas mediante el cultivo de anteras y plantas regeneradas por esta
técnica mostraron que fueron haploides, tomando en cuenta que el nimero cromosémico
gametofitico de la especie es n=8 cromosomas.

En la Figura 1 se muestra la regeneracion de plantas haploides de onoto durante algunas de sus
fases: masa embriogénica; a) plantula in vitro; b) y planta de onoto aclimatada en umbraculo;
c), asimismo, se presentan células en metafase mostrando el niumero haploide (n=8
cromosomas) en ES aglomerados (anormales); d), ES normales; e), plantula in vitro; f) vy
planta aclimatada en umbraculo; g), estos estudios demuestran la estabilidad en el nimero
cromosomico durante todas las fases de la ES a partir de cultivo de anteras, hasta la
regeneracion de plantas de onoto.
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FIGURA1. Regeneracion de plantas haploides de onoto obteridas
por cultivo de anteras; a) Masa de embrniones en dife-
rentes estados de desarrollo; b) Plantula haploiwde a los
90 dias de cultivo en medio basico ¥4 MS: ¢) Planta de
onoto aclimatada en nmbracule; d) Cromosomas (n=8)
en embriones somaticos aglomerados tefiidos con carmin
propionico 2% (1 600X); e) Cromosomas (n=8) en
embriones somaticos normales tefiidos con carmin
propiomico 2% (1 000X); f) Cromosomas (n=8) en
lamina folar de plantula cultsvada in vitro tefudas con
Giemsa 10% {500X); g) Cromosomas (n=8) en lanuna
foliar de plantas aclimatadas en umbraculo tefidas con
Giemsa 10% (200X). Las flechas sefialan los diferentes
cromosomas en su condicion haploide.

En relacion a los estudios citoldgicos preliminares con colchicina, los explantes de callo
embriogénico mostraron células en division activa, isodiamétricas, citoplasma denso y pared
celular definida (Figura 2); lo que parece indicar que se trata de células embriogénicas. Por lo
tanto, bajo las condiciones de este estudio la presencia de colchicina en el medio
aparentemente no afectd el desarrollo de los ES. En el caso de las células provenientes de los
ES, los resultados fueron similares a los de callo embriogénico.

FIGURA 2. Callos embriogénicos de onsto expuestns al apente
mutzgénico colchicina.
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En el trabajo no se evidencié duplicacion cromosdémica (Figura 2), indicando que las
concentraciones de colchicina utilizadas fueron bajas o el tiempo de exposicion a la misma fue
corto. En consecuencia, se deberan continuar realizando estudios con colchicina en callos
embriogénicos para seguir evaluando su efecto como agente de duplicacion cromosdémica,
tomando en cuenta factores como concentracion y tiempo de exposicion, entre otros.

Una vez lograda la diploidizacion, las plantas entrarian en un programa de mejoramiento con el
fin de desarrollar nuevos genotipos de onoto con caracteres deseables, tales como: incremento
de la calidad del pigmento producido en las semillas, uniformidad en la cosecha, capsulas
indehiscentes y resistencia a plagas y enfermedades, entre otras. De esta manera se formarian
poblaciones de donde se podrian ofrecer al agricultor materiales sobresalientes para la siembra.
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