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RESUMEN

El objetivo de este estudio fue evaluar la eficacia de las técnicas de citometria de flujo y analisis citogenéticos en la determi-
nacién de los niveles de ploidia de plantas de arroz (Oryza sativa L.) regeneradas a partir de las microsporas de anteras,
empleando el contenido de ADN nuclear y el nimero de cromosomas de plantas verdes y albinas regeneradas. Se emplearon
plantas haploides (x), dobles haploides (2x) y triploides (3x) de los cultivares ‘Fonaiap 2000’ y ‘Blue Belle’, con un contenido
promedio de 0,47; 0,95 y 1,38 pg de ADN, respectivamente. El nivel de ploidia de las plantas regeneradas se corroboré a
través de los analisis citogenéticos. No se encontré variacién cromosémica entre las plantas verdes y albinas regeneradas, a
pesar que se ha reportado que las plantas verdes tienden a poseer menor variacién cromosémica. Las metodologias empleadas
constituyeron un método rapido para la determinacién de los niveles de ploidia de las plantas de arroz regeneradas. Los cono-
cimientos acerca del contenido de ADN y ntimero cromosémico de las plantas evaluadas proveen informacién relevante para
los mejoradores y geneticistas interesados en emplear el cultivo de anteras en los programas de mejora del cultivo.
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Evaluation of two methodologies to determine ploidy levels in rice
(Oryza sativa L.) plants regenerated by anther culture

ABSTRACT

The efficiency of flow cytometry and citogenetic technique were evaluated to determine the ploidy levels in rice (Oryza sativa
L.) plants regenerated from microspores-anther. The nuclear DNA content and chromosomal numbers of green and albino
plants regenerated were used. Haploid (x), doubled-haploid (2x), and triploid (3x) plants from ‘Fonaiap 2000’ y ‘Blue Belle’
cultivars were used, containing an average 0.47, 0.95, and 1.38 pg of DNA, respectively. The ploidy level of regenerated
plants were corroborated through cytogenetic analyses. In terms of cytogenetic stability, green plants had less chromosomal va-
riation than albino plants; however, no chromosomal variation was found. The procedures are suitable for rapid determination
of the ploidy levels of rice microspore-derived plants. The DNA content and chromosomes number of plants obtained provide
useful information to plant breeders and geneticists interested in using anther culture in their breeding programs.
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INTRODUCCION

El cultivo de anteras es una técnica in vitro por medio
de la cual es posible producir lineas homocigotas a partir de
poblaciones segregantes, mediante el doblamiento cromosé-
mico del polen haploide y la regeneracién de plantas (LLentini

etal., 1997).

La duplicacién cromosémica de plantas androgénicas
en cereales como el trigo, la cebada o el arroz, ocurre espon-
taneamente. Observaciones citolégicas de las microsporas en
esta etapa, permiten suponer dos formas mediante las cuales
puede ocurrir la diploidizacién o poliploidizacién (Ndfiez et
al., 1989). Durante la primera, llamada fusién nuclear, el
cultivo se inicia a partir de microsporas en estado uninucleado
temprano a medio, donde no hay formacién de membrana
nuclear entre los niicleos en las primeras divisiones mitéticas,
lo que hace posible la fusién de dos o mas de ellos originan-
dose asi callos diploides o poliploides. Por su parte, cuando
el proceso de cultivo se genera a partir de microsporas en
estado uninucleado tardio, se fusionan los niicleos vegetativo
y generativo originando un callo diploide. LLa segunda forma,
llamada endoreduplicacién, se produce al no separarse los
cromosomas duplicados durante la mitosis de las células ha-
ploides, lo cual conduce a la formacién de un solo niicleo con
un nimero doble de cromosomas (LLépez y Larkins, 1993).

Los variantes somaclonales o gametoclonales pueden
ser detectados por presentar cambios morfolgicos, anaté-
micos (plantas albinas), bioquimicos o cromosémicos. Para
identificar estos dltimos, los trabajos deben estar sustentados
en caracterizaciones citogenéticas que permitan verificar ver-
daderos cambios en el niimero o la estructura cromosémica, y
en consecuencia, en el grado de ploidia (Lares, 2004).

Entre las técnicas actualmente utilizadas para determi-
nar el grado de ploidia destacan la citometria de flujo (CMF)
y la citogenética. La CMF permite cuantificar los componen-
tes celulares tales como acidos nucleicos, lipidos, proteinas,
polisacaridos, etc; mientras la citogenética se define como una
rama de la genética a nivel celular, dedicada al estudio del
nimero y la morfologia de los cromosomas (Gailbraith et al.,

1983; Dolezel et al., 1989; Farnham et al., 1998).

La CMF utilizada para determinar el contenido de
ADN de una muestra puede llevarse a cabo empleando co-
lorantes que se combinan especifica y estequiométricamente
al ADN (Marie y Brown, 1993; Alvarez, 2000). Estos
colorantes, denominados fluorocromos, son moléculas que se
intercalan cuantitativamente entre pares de bases nitrogena-
das de 4cidos nucleicos, caracterizandose por absorber luz a
una determinada longitud de onda y emitir a otra longitud

diferente (Otto, 1990).

El objetivo de la presente investigacién fue evaluar la
eficacia de la citometria de flujo y el analisis citogenético con
microscopia 6ptica en la determinacién del nivel de ploidia de
plantas de arroz (Oryza sativa L..) regeneradas a partir del
cultivo in vitro de anteras.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevé a cabo en los Laboratorios de Culti-
vo de Tejidos y Citogenética, unidades adscritas al Centro de
Investigaciones en Biotecnologia Agricola de la Facultad de
Agronomia y el Instituto de Inmunologia de la Facultad de
Medicina de la Universidad Central de Venezuela, respecti-
vamente. Los estudios de citogenética y CMF se llevaron a
cabo en el afio 2006, contando con plantas de arroz (verdes
y albinas) regeneradas in vitro por Noguera (2005) a par-
tir del cultivo de anteras de los cultivares ‘Fonaiap 2000 y
‘Blue Belle’, pertenecientes a los grupos Indica y Japénica,
respectivamente.

Citometria de flujo

Se tomaron entre 20 y 50 mg de hojas correspondien-
tes a tres plantas de cada cultivar, las cuales fueron corta-
das finamente con una hojilla de bisturi y colocadas en una
capsula de Petri con 1 mL de buffer Otto [ frio (Institute of
Experimental Botany, 2004), para luego de 1 h proceder
al filtrado de la solucién a través de una malla de nylon de
60 um de didmetro y centrifugadas a 1500 rpm durante 5
min. Luego se procedié a remover el sobrenadante, dejando
100 wL. de liquido para proceder a la resuspensién del pe-
llet por medio de agitacién suave, seguida por la adicién de
buffer Otto I fresco e incubacién a temperatura ambiente por
48 h. Transcurrido el tiempo de esta incubacién preliminar,
se adicion6é | mL de buffer Otto II (Institute of Experimental
Botany, 2004) y 50 wL. de ioduro de propidio, incubando
a temperatura ambiente durante 10-15 min. Se utilizé6 un
citémetro de flujo marca Coulter (modelo Epics XL-MCL)
que opera con luz visible, proporcionando la luz de excitacién
por medio de un laser de argén a una longitud de onda de
488 nm. A los fines del presente estudio, plantulas obtenidas
a partir de semilla sexual fueron empleadas como estandares.

Las lecturas generadas por el citémetro de flujo fue-
ron analizadas bajo el software MultyCicle® (2010), trans-
formando los valores de intensidad de fluorescencia (IF) a
picogramos (pg) de ADN con la férmula reportada por el
Institute of Experimental Botany (2004), para luego ser con-
vertidos a millones de pares de bases (mpb) de acuerdo a la
relacién propuesta por Bennet y Smith (1976).

El valor de ADN reportado por Martinez et al. (2005)
para plantas de arroz (grupos Indica y Japénica) fue utilizado
como estandar para los cultivares en evaluacién provenien-
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tes de semilla, ya que se ha reportado el uso del contenido
de ADN de nicleos aislados a partir de hojas jévenes de la
misma especie como estandar interno en la determinacién del
nivel de ploidia de plantas androgénicas de cebada (Vagera

etal., 2004)

Citogenética

Puntas de raices de aproximadamente 2 cm de longi-
tud tomadas de tres plantas androgénicas de cada cultivar,
fueron tratadas con una solucién de para-diclorobenceno por
3 h a temperatura ambiente, y posteriormente colocadas en
una lamina de vidrio para ser tenidas con una solucién de
orcefna acética al 1%. Las observaciones para comprobar
que efectivamente habfa cromosomas fueron realizadas en
un microscopio con aumento de 400X. Una vez realizado
lo anterior, las laminas fueron sumergidas en etanol absoluto
por 2 h a temperatura ambiente. L.a hidrélisis se realizé con
una solucién de acido clorhidrico 0,2 N a 60°C por 1,5 min,
seguido de tres lavados con agua destilada previo a la inmer-
sién de las muestras de raices en una solucién de hidréxido
de bario al 6,5% durante 7 min a temperatura ambiente, y
posterior lavado con agua destilada estéril. El material asi
tratado se introdujo en una solucién salina de citrato de so-
dio mas cloruro de sodio a 60°C por 45 min y se tifié con
una solucién de Giemsa 1% por 30 min. Las observaciones
microscépicas se realizaron con un aumento de 400X, deter-
minando el niimero de cromosomas por célula.

RESULTADOS Y DISCUSION
Citometria de flujo

En el Cuadro 1 se presenta el contenido de ADN ob-
tenido a partir de una planta diploide control y de cada una
de las plantas regeneradas, permitiendo la CMF determinar
el nivel de ploidia de las plantas verdes y albinas regeneradas
de los cultivares ‘Fonaiap 2000’ y ‘Blue Belle’. Varios auto-
res han reportado que la composicién del medio de cultivo,
bien sea por la fuente de reguladores de crecimiento o de
carbono utilizado, o por algiin efecto del nitrato de plata, esta
implicada en la regulacién de los mecanismos de diploidi-
zacién o poliploidizacién cromosémica (Ulrich et al., 1988;

Lentini et al., 1995; Xie et al., 1995).

Estos resultados permiten inferir, coincidiendo con
Nufiez et al. (1989), que existen dos mecanismos para ex-
plicar la formacién de plantas haploides, doble haploides y
triploides de ‘Fonaiap 2000’ y ‘Blue Belle’, con base en el
estado de desarrollo de las microsporas. Para las plantas do-
ble haploide, se sugiere la fusién de los dos primeros ntcleos
formados luego de la mitosis I del nicleo de la microspora,
es decir el vegetativo y el generativo, resultando una célula

Cuadro 1. Valores de ADN expresados como intensidad de
fluorescencia (IF), nivel de ploidia y pares de base de plantas
androgénicas y estandares de arroz.

. ADN  Nivelde mpb/C Nucleos
1
Cultivar Planta IF (pe?  ploidia (N°)
‘Fonaiap PC 256 092 D 444 20000
2000 P1 258 0,93 DH 449 20 000
P2 253 0,91 DH 439 19 603
P3 269 0,97 DH 468 20 000
P4 385 1,38 TP 333 14 829
P5 384 1,38 TP 333 12 942
P6 256 0,92 DH 444 20 000
P7 134 0,48 H 463 20 000
P8 127 0,46 H 444 16 237
A 299 1,08 DH 521 808
‘Blue PC 248 0,89 D 429 15111
Belle’
e P9 256 092  DH 444 20000
'PC: planta control, P: plantas analizadas (n: 1...9), A: albina,

D: diploide, DH: doble haploide, H: haploide, TP triploide
2pg: 965 mpb (Bennet y Smith, 1976)

*mpb/C: millones de pares de base/campo.

diploide; mientras que en el caso de callos triploides, ade-
mas de la fusién nuclear, estarfa operando un proceso de
endoreduplicacién que pudo haber ocurrido en uno de los
dos niicleos participantes en la fusién. Consecuentemente,
las plantas haploides son producto de la ausencia de los me-
canismos de diploidizacién cromosémica o del estado uni-
nucleado temprano de algunas de las microsporas (LLépez y

Larkins, 1993; Farnham et al., 1998).

Los contenidos de ADN nuclear de las plantas do-
ble haploide regeneradas del cultivar ‘Fonaiap 2000’ estan
cercanos a los de su estandar diploide (0,92 pg), oscilando
entre 0,91 y 1,08 pg de ADN por célula. En el caso de las
plantas triploides, estas mostraron alrededor de 3 veces la
cantidad de ADN (1,38 pg) encontrada en los haploides
(0,46 y 0,48 pg de ADN), estos altimos con la mitad de
ADN presente en la planta diploide o planta patrén. Es-
tos resultados coinciden con los reportados por Martinez et
al. (2005), quienes a través de CMF sefialan diferencias
significativas en el tamafio del genoma al evaluar el ADN
nuclear de 10 especies de arroz, refiriendo adicionalmente
diferencias significativas en el contenido de ADN de plantas
haploides, doble haploides y tetraploides obtenidas a partir
del cultivo de anteras de dicha especie.

En las Figuras 1, 2 y 3 se observan las tendencias
de las curvas obtenidas por CMF, destacandose en ellas un

pico GO/G1 (contenido de ADN 2C) bien definido, en el
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Figura 1. Histograma del contenido de ADN de una planta
triploide (TP) y de un control diploide (PC) del cultivar ‘Fo-
naiap 2000’ (GO/GI1: contenido de ADN 2C, G2: contenido

de ADN posterior a la duplicacién). PC: planta control.
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Figura 2. Histograma del contenido de ADN de una planta
doble haploide (DH) y de un control diploide (PC) del cultivar

‘Fonaiap 2000° (GO/G1: contenido de ADN 2C, G2: conte-
nido de ADN posterior a la duplicacién). PC: planta control.

que la cantidad de ADN para el diploide control y los doble
haploide se corresponde con el nivel de ploidia (2n). Segui-
damente, se encuentra la fase de sintesis de ADN (S) y luego
la fase en la que el contenido de ADN se ha duplicado (G2),
originando mayor intensidad de fluorescencia emitida. La in-
tensidad de fluorescencia observada en G2 para la muestra
control y la doble haploide fueron coincidentes, sin embargo,
al comparar la intensidad de fluorescencia de la muestra con-
trol con las muestras triploides y haploides podemos observar
una mayor intensidad de fluorescencia en la primera.

En todas las graficas se puede observar la regién de
apoptosis, mejor conocida como ruido de fondo, donde las
células han perdido gran cantidad de ADN debido a un pro-
ceso de autodestruccién programada que se presenta como un
mecanismo de control para evitar que células dafiadas entren
en la fase de sintesis, o que células inmaduras entren en mito-

sis (Borroto y Camps, 2007).

La cantidad estimada de pares de bases que tendrian
las células de las plantas regeneradas en su complemen-
to haploide, asi como el niimero de niicleos analizados por
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Figura 3. Histograma del contenido de ADN de una planta
haploide (H) y de un control diploide (PC) del cultivar ‘Fo-
naiap 2000’ (GO/G1: contenido de ADN 2C, G2: contenido

de ADN posterior a la duplicacién). PC: planta control.

muestra, comprendidos éstos entre 800 y 20.000 ndcleos. El
caso mas critico se presenté en P9, donde a pesar de la poca
cantidad de tejido empleado en la evaluacién, la cantidad de
nicleos fue superior a 800, lo que reafirma el alto grado de
confiabilidad de los resultados en cuanto al indice de fluores-
cencia observado.

Citogenética

Los resultados arrojados permitieron comprobar el ni-
vel de ploidia obtenido por CMF de una planta androgénica
haploide de ‘Fonaiap 2000’, en la que se cuantificaron 12
cromosomas (Figura 4), es decir, el nimero de cromosomas
que existe en las células sexuales del arroz.

En los estudios citogenéticos de las plantas albinas no
se observé ninguna alteracién estructural de los cromosomas.
Sin embargo, varios autores reportan que el albinismo en ce-
reales esta, entre otros factores, asociado a deleccién estructu-
ral del genoma de los plastidios como ocurre frecuentemente
en arroz, cebada y trigo (Jahne y Loérz, 1995; Ohmido y
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Figura 4. Cromosomas de una planta haploide del cultivar

‘Fonaiap 2000’ (400x).
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Cuadro 2. Comparaciones morfolégicas y nivel de ploidia entre plantas androgénicas del cultivar ‘Fonaiap 2000’ y obtenidas

por semilla sexual (PC).

Planta (N°) Cromosomas (N°) ADN (pg) Tipo de planta Tamaiio de planta Macollos (N°)  Apariencia de la panicula ~ Nivel de ploidia
PC 24 0,92°F Fértil Estandar 107 Normal® D
P1 24 0,91% Fértil® Estandar® 8¢ Normal® DH
P7 12 0,46" Estéril® Pequeiia® 3¢ Pequeiia y vana© H

PC: control diploide de “Fonaiap 2000, C: caracteristicas determinadas en campo, E: valores determinados experimentalmente, P: Ntmero de la planta analizada y F: informacién

derivada de Ortiz (1999).

Fukui, 1995), aunque el tamano y la localizacién de la delec-
cién puede diferir entre un mismo grupo de plantas androgé-

nicas (Harada et al., 1991).

Asimismo, al realizar las comparaciones morfolégicas
(Cuadro 2) entre plantas haploides, doble haploides, las
regeneradas por semilla (diploides) y sus correspondientes
niveles de ploidia, se encontré que no existen diferencias fe-
notipicas entre la planta diploide y la doble haploide. Por el
contrario, la planta haploide resulté ser estéril y de menor
tamario, coincidiendo estos resultados con los obtenidos por
otros autores trabajando con genotipos de arroz del grupo
japénica (Lentini et al., 1997).

CONCLUSIONES

El presente estudio demuestra la eficacia de la cito-
metria de flujo y la citogenética como estrategias para deter-
minar el nivel de ploidia de plantas regeneradas mediante el
cultivo de anteras. Las plantas dobles haploides obtenidas
por cultivo de anteras del cultivar ‘Fonaiap 2000’ no se di-
ferenciaron morfolégicamente de los diploides obtenidos por
semillas, aunque la planta haploide resulté ser estéril y de
menor tamano.
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