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Un paso clave en la etapa de pre-mejoramiento genético en plantas es la selección de cultivares con
características deseables para utilizarlos como progenitores y poder desarrollar nuevas variedades de cultivos. Con el
desarrollo de la tecnología ha sido posible el surgimiento de numerosas técnicas de laboratorio que son herramientas clave
para los programas de mejora y así poder ahorrar tiempo y recursos. Por dichas razones el objetivo de esta revisión fue
describir las técnicas basadas en estudios citológicos y citogenéticos que son factibles para la selección de parentales
durante la etapa de pre-mejoramiento. Entre las técnicas citológicas abordadas en esta revisión se encuentran: viabilidad y
calidad del polen, receptividad estigmática para conocer el tiempo en que el estigma se encuentra receptivo y crecimiento
del tubo polínico para estudiar eventos de incompatibilidad. Otro de los pasos clave en el pre-mejoramiento es determinar
el número cromosómico de los progenitores, lo cual es posible por las diferentes técnicas de citogenética clásica (estudios
durante mitosis y meiosis) y molecular (citometría de flujo, Hibridación Fluorescente In Situ e Hibridación Genómica In
Situ) que se abordan en esta revisión.

biotecnología, cariotipado, citogenética, incompatibilidad, viabilidad del polen.

A key step in the pre-breeding stage of plant breeding is the selection of cultivars with desirable
characteristics for use as parents to develop new crop varieties. With the development of technology, numerous laboratory
techniques have emerged as key tools for breeding programs to save time and resources. For these reasons, the aim of this
review was to describe techniques based on cytological and cytogenetic studies that are feasible for the selection of parents
during the pre-breeding stage. Among the cytological techniques addressed in this review are: pollen viability and quality,
stigmatic receptivity to know how long the stigma is receptive, and pollen tube growth to study incompatibility events.
Another key step in pre-breeding is to determine the chromosomal number of the parents, which is possible by different
techniques of classical cytogenetics (studies during mitosis and meiosis) and molecular cytogenetics (flow cytometry,
Fluorescent in situ Hybridization and Genomic in situ Hybridization) that are discussed in this review.
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INTRODUCCIÓN

Desde que se iniciaron las actividades agrícolas, hace
más de 10 000 años, el hombre ha manipulado la
estructura genética de las plantas y animales, a través de
numerosos ciclos de selección de los individuos mejores
adaptados. Lo anterior ha traído consigo que la mayoría de
las plantas que hoy en día se cultivan, sean distintas de sus
antepasados silvestres (1).

Actualmente, los objetivos de los mejoradores, en
comparación con nuestros agricultores antepasados,

siguen teniendo la misma misión; es decir, producir cultivos
con mayor rendimiento, más resistentes y de mejor
adaptación a las distintas localidades.

Uno de los principales requisitos para comenzar un
programa de mejora es contar con la variabilidad genética
necesaria para identificar genotipos potenciales para su
uso como progenitores. Numerosos factores favorecen la
diversidad genética, tales como: la reproducción sexual; las
mutaciones; el flujo genético y, por supuesto, la acción del
hombre mediante la selección artificial e hibridación (2,3).
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Después de generar variabilidad genética, el siguiente
paso es discriminar entre la variabilidad, con el fin de
identificar y seleccionar individuos con características
deseables para desarrollar nuevos cultivares potenciales,
a eso le llamamos selección artificial. En la naturaleza, la
selección natural se encarga de favorecer en las especies
los genotipos más adaptados al ambiente. En la mejora
genética, ocurre lo mismo, pero en este caso el mejorador es
el encargado de seleccionar los genotipos que muestren
mayor rendimiento o beneficios. En los primeros años
del mejoramiento genético, la selección consistía en la
observación del comportamiento de las plantas y la posterior
elección de las que presentaran mejores atributos, lo anterior
se apoyaba con distintos elementos de biología, matemática
y estadística. Con el paso del tiempo y el avance de
la tecnología, surgieron un gran número de técnicas que
facilitan el trabajo de selección.

Los fitomejoradores convencionales, con el objetivo de
ahorrar recursos y tiempo, planifican cuidadosamente los
cruzamientos para generar la mayor variabilidad posible
(4); por tanto, es relevante determinar la dirección de los
cruzamientos; o sea, qué variedades o líneas van a ser
utilizadas como padre o como madre. Las variedades que
van a ser utilizadas como donadoras de polen deben contar
con polen de alta calidad y viabilidad, parámetros que se
evalúan con estudios de viabilidad de polen (5). Asímismo,
se debe saber el momento adecuado para realizar las
polinizaciones y que el polen pueda germinar en el estigma
del progenitor femenino, lo que hace necesario los estudios
de receptividad estigmática (6).

Otro de los factores de gran importancia en la selección es
el conocimiento sobre el número cromosómico, debido a que
diferencias en la ploidía pueden evitar la reproducción sexual
y, por tanto, la obtención de semillas. Aunque no siempre
es así, en algunos casos sí puede ocurrir la fertilización
y obtenerse genotipos de otros niveles de ploidía con un
comportamiento diferencial en cuanto al carácter que se
evalúa. Los estudios de cariotipo pueden realizarse por
la disciplina conocida como citogenética, que se divide en
citogenética clásica cuando se analizan los cromosomas bajo
microscopio mediante tinciones o citogenética molecular,
cuando se aplican diferentes métodos de la biología
molecular (7).

Debido a lo antes expuesto, el objetivo de esta revisión
es exponer las técnicas basadas en estudios citológicos
y citogenéticos que son factibles para la selección de
parentales, durante la etapa de pre-mejoramiento.

ASPECTOS RELACIONADOS CON LA
CALIDAD Y LA VIABILIDAD DEL POLEN
Uno de los pasos fundamentales en un programa de

mejora es determinar qué variedades o especies se van
a utilizar como donadoras de polen, lo que convierte en un
parámetro de gran importancia, la medida de la calidad del
polen de los posibles parentales (5). En cuestión de ahorro
de tiempo y recursos, no es recomendable utilizar polen de
individuos que presenten baja viabilidad polínica (4).

Dicho lo anterior, los estudios encaminados a estudiar
la calidad y la viabilidad son necesarios para asegurar
el éxito de las hibridaciones e incrementar la eficiencia,
sobre todo en las condiciones del trópico cálido y húmedo,
donde la viabilidad se puede ver fuertemente afectada por
condiciones ambientales (8). Además de la importancia de
estos estudios en el mejoramiento genético, también pueden
ser muy útiles para determinar parámetros fisiológicos,
como vigor del polen durante el almacenamiento, capacidad
de germinación después de la exposición a determinadas
condiciones, estudiar su interacción con el estigma y fertilidad
y determinar la dispersión y flujo de genes (5).

La viabilidad del polen es un parámetro fuertemente
influenciado por condiciones ambientales como la
temperatura, el grado de humedad, la composición de la
atmósfera y la presión parcial de oxígeno y por diversos
factores internos como: la duración de la microsporogénesis;
la variabilidad genética interespecífica o el metabolismo; el
número y la funcionalidad de los núcleos; la protección y la
exposición dentro de las anteras; la humedad relativa y la
temperatura al momento de la dispersión (5,9-11).

Existen diferentes técnicas para medir la viabilidad del
ponen, las cuales se clasifican en métodos in vivo e in
vitro. Los métodos in vivo son mucho más exactos y fiables,
pero los más utilizados son los métodos in vitro, porque
son más sencillos y rápidos de realizar (12). La elección
de un método u otro dependerá de la especie objeto de
estudio y de los objetivos finales de la investigación. Debido
a lo explicado anteriormente muchos estudios tuvieron como
objetivo distinguir los métodos más apropiados para estimar
viabilidad del polen. Tal es el caso de un estudio realizado
en polen de trigo (13); en dicho experimento, la tinción de
Alexander no pudo discriminar entre polen fresco viable y
polen no viable. La germinación in vitro del polen fue menor,
en comparación con la viabilidad del polen evaluada por DAF
y la citometría de flujo. Por tanto, es recomendable optar por
un enfoque combinado de germinación in vitro con DAF o
citometría de flujo, para analizar correctamente el potencial
de germinación y la viabilidad del polen para el caso del trigo.

En otro estudio realizado, se compararon los métodos
de cloruro de trifenil tetrazolio (TTC) y germinación in
vitro para medir la viabilidad de polen de Cistus creticus
L. y C. monspeliensis (14). Se obtuvieron diferencias
significativas entre ambas pruebas y se llegó a la conclusión
de que es más apropiada la prueba de germinación in vitro
para el caso de estas especies. Los resultados anteriores
indican que el primer caso para estimar la viabilidad del
polen en una especie, es determinar cuál es el método más
adecuado porque puede ser diferente en cada investigación.

TÉCNICAS PARA ESTIMAR
LA VIABILIDAD DEL POLEN

El método más preciso, hasta el momento, para determinar
viabilidad del polen, es la germinación in vivo, mediante
el cual se evalúa la elongación del tubo polínico para
llevar a cabo su función como polinizador y el número de
semillas producidas, en relación con la viabilidad del polen;
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sin embargo, es necesario esperar la formación de las
semillas, lo cual ralentiza el ensayo y puede ser un problema
cuando se requiere una evaluación rápida (15).

Entre los métodos in vitro más utilizados para evaluar la
calidad del polen se encuentran las técnicas de tinción para
observar el contenido citoplasmático (carmín acético, orceína
acética, fármaco Alexander), los test enzimáticos (bencidina,
sales de tetrazolio) y los métodos combinados que permiten
determinar la integridad de la membrana plasmática y la
presencia de actividad enzimática (reacción fluorocromática
mediante diacetato de fluoresceína, DAF) y por último las
pruebas de germinabilidad (12).

Las pruebas de germinabilidad in vitro implican inducir
la formación del tubo polínico en un medio artificial, lo
cual es un indicio de viabilidad porque revela el estado
de las membranas, núcleos y la tasa de conversión de
las reservas (5). Sin embargo, la germinación in vitro
depende del genotipo, condiciones ambientales, madurez
del polen, composición y pH del medio. Por las razones antes
expuestas es necesario determinar las condiciones óptimas
para la germinación del polen de cada especie (16). Los
medios de cultivos en condición líquida y sólida, enriquecidos
con sacarosa, calcio o boro son componentes de importancia
para la germinación, por lo cual, los ensayos a diferentes
concentraciones de estos nutrientes son relevantes para la
ejecución de pruebas de viabilidad (17).

Con el objetivo de facilitar a los investigadores la elección
de los componentes del medio de cultivo, investigadores
de la universidad de Regensburg, Alemania, realizaron
un compendio que incluye 1572 recetas de medios de
cultivo utilizados con éxito para germinar granos de polen o
producir tubos polínicos en 816 especies que representan
412 géneros y 114 familias (tanto monocotiledóneas como
dicotiledóneas) (18). Entre los 110 componentes registrados
de las diferentes recetas, los más comunes son: sacarosa
(89 % de las especies), H3BO3 (77 %), Ca2+ (59 %), Mg2+

(44 %) y K+ (39 %).

TÉCNICAS DE TINCIÓN PARA
DETERMINAR VIABILIDAD POLÍNICA

Los métodos de tinción detectan la presencia de
citoplasma, integridad de la membrana plasmática o
actividad enzimática (5). La mayoría se basan en la afinidad
de las células por determinados colorantes y, generalmente,
sobreestiman la viabilidad o escasamente determinan el
poder germinativo real de los granos de polen o la capacidad
de extensión de los tubos polínicos, pero a su vez, son
rápidos y factibles de desarrollar cuando se realizan muchos
cruzamientos (19,20). A continuación, se exponen las
técnicas de tinción más utilizadas para estimar la viabilidad
del polen:

Carmín acético: esta prueba mide la integridad del
citoplasma; es decir, los granos de polen se colorean de
color rojo cuando la membrana citoplasmática se encuentra

íntegra y los granos de polen sin teñir se consideran no
viables (21,22). El acetocarmín sobrestima la viabilidad del
polen, pero da información adicional de la morfología nuclear.
En un estudio realizado en ocho accesiones de pimiento en
la Universidad Federal do Piauí, Brasil, el método con una
concentración del reactivo del 2 % resultó ser eficaz (23).

Tinción Alexander: este método permite diferenciar el
polen abortado del polen viable. Dentro de los componentes
de esta solución, el colorante verde de malaquita tiñe
específicamente la pared celular, mientras el ácido fucsínico
penetra las células vivas y colorea el citoplasma de rojo
(Figura 1). El polen abortado aparece de color verde, ya que
sólo retiene su pared celular, al tiempo que los granos de
polen viables presentan además una coloración rojiza en
su interior (24). El método resultó ser eficiente al estimar la
viabilidad del polen en 11 especies silvestres de Passiflora,
con una concentración del reactivo del 2 % (25).
 

Se observa el polen viable con el citoplasma teñido, mientras que,
en los granos de polen no viables, sólo se tiñe la pared celular
(Fuente propia)
Figura 1. Prueba de viabilidad de polen utilizando la tinción de
Alexander en Alstroemeria (Cartagena).
 

Tripán azul: esta prueba se basa en el hecho de que
cuando la membrana plasmática de la célula está intacta,
el colorante no puede introducirse al citoplasma; por tanto,
los granos viables no se tiñen, mientras que los no viables
se colorean de azul-violeta intenso, porque el colorante
sí penetra, uniéndose a las proteínas presentes dentro
de la célula. Generalmente esta tinción ha sido utilizada
en estudios de viabilidad de células cultivadas (26) y
recientemente ha sido aplicada para la viabilidad polínica.
Este método fue aplicado para estimar la viabilidad del polen
en diferentes cultivares de olivo, los autores reportaron una
correlación significativa entre germinabilidad y este test de
viabilidad, lo que indica que es adecuado en el caso de esta
especie (12).
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TÉCNICAS PARA COMPROBAR
ACTIVIDAD ENZIMÁTICA EN EL POLEN
Las técnicas que se exponen a continuación permiten

detectar la existencia de actividad enzimática en el polen,
mediante cambios de coloración en las células:

Sal de tetrazolium: este método se basa en el uso del
compuesto (cloruro de 2, 3, 5,-trifenil-tetrazolio), el cual, en
los procesos de reducción de las células vivas, toma el
hidrógeno liberado por las enzimas deshidrogenasas y forma
una sustancia roja, estable y no difusible, el trifenil-formazan.
Por tanto, el polen viable que tiene actividad deshidrogenasa
se tiñe de color rojo, mientras que el no viable no logra teñirse
(27). Este método fue utilizado para analizar los efectos de
las bajas temperaturas de almacenamiento sobre la calidad
del polen obtenido de cuatro cultivares de cereza dulce,
mostrando resultados satisfactorios con una concentración
del reactivo del 1 % (28).

Parafenilendiamina: esta prueba utiliza como reactivo
la parafenilendiamina (p-fenilendiamina) y se basa en la
detección de la presencia de peroxidasas (5). Los granos de
polen que se tiñen de color café oscuro son considerados
viables, los de color café claro, no viables. Se recomienda
para futuros trabajos, realizar una cartilla donde se relacione
el color de los granos de polen con el porcentaje de
germinación obtenido en una muestra determinada, ya que
la coloración puede variar con el tiempo de almacenamiento,
según los resultados obtenidos por García en Nothofagus
nervosa (4).

MÉTODOS COMBINADOS PARA
DETERMINAR LA INTEGRIDAD DE
LA MEMBRANA PLASMÁTICA Y LA

PRESENCIA DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA
Los métodos combinados estiman la viabilidad polínica

comprobando la integridad de la membrana y la presencia
de actividad enzimática en el citoplasma, al mismo tiempo. A
continuación, se exponen las técnicas más utilizadas:

Reacción fluorocromática mediante DAF: este método
es uno de los más utilizados en estudios de viabilidad
del polen. El DAF es un éster apolar, lo que le permite
atravesar la membrana citoplasmática. Una vez dentro de
la célula, el éster es hidrolizado por enzimas esterasas que
se encuentran en el citoplasma y deja libre un fluorocromo,
que cuando se excita con una longitud de onda adecuada
(490 nm), emite fluorescencia de color verde brillante.
Como el fluorocromo es polar, no puede salir a través
de la membrana citoplasmática y queda retenido en las
células que poseen la membrana citoplasmática intacta.
Como consecuencia, sólo los granos de polen con niveles
de actividad esterasa adecuados y con la membrana
citoplasmática íntegra, mostrarán fluorescencia verdosa,
indicativa de que estos granos son viables (29). Este método
fue aplicado con éxito para estimar la viabilidad del polen
en Flaveria bidentis y F. haumanii en Santiago del Estero
(Argentina) (30).

Reacción de diacetato de fluoresceína (FCR): esta
prueba funciona muy parecido al DAF. Los granos de polen
son montados en diacetato de fluoresceína, que es un
compuesto apolar que, igual al DAF, penetra rápidamente en
el citoplasma polínico y es hidrolizado por esterasas, dejando
libre la fluoresceína polar y fluorescente (31).

ASPECTOS DE BIOLOGÍA FLORAL
DE IMPORTANCIA PARA LA

MEJORA GENÉTICA DE PLANTAS
Para el mejoramiento genético clásico, basado en la

selección de individuos superiores y cruzamientos dirigidos,
es importante conocer aspectos de la biología floral de
la especie vegetal estudiada. Para obtener éxito en las
fecundaciones, no solo es necesario estimar la calidad
del polen de la especie que se utiliza como progenitor
masculino, sino también en qué momento el estigma del
progenitor femenino se encuentra receptivo, para lo cual
se realizan estudios de receptividad estigmática. Asimismo,
es necesario conocer si existe autoincompatibilidad en
la especie que se trabaja, en caso de que se requiera
hacer auto-polinizaciones para obtener líneas puras. Para
lo anterior son necesarios los estudios del crecimiento
del tubo polínico, para conocer el lugar en que ocurre
la autoincompatibilidad y buscar la manera de evadir
esta barrera.

RECEPTIVIDAD ESTIGMÁTICA
La receptividad estigmática refleja la capacidad del

estigma para recibir el polen, permitiendo que se adhiera,
se hidrate y finalmente germine (6). La polinización consiste
en la transferencia de polen desde los órganos sexuales
masculinos a los órganos sexuales femeninos, pero para que
este proceso ocurra, la transferencia del polen al estigma
debe suceder durante el periodo en que el estigma se
encuentre receptivo, en caso contrario, el polen no puede
adherirse y no puede germinar (32,33).

En la naturaleza; generalmente, una vez que las flores
abren, el estigma se encuentra receptivo, pero en el caso
del mejoramiento genético, muchas veces prevalece la
necesidad de realizar las polinizaciones dirigidas en estados
de pimpollo. Lo anterior se hace con el objetivo de realizar la
polinización en el mismo momento de la castración, evitando
la contaminación con granos de polen ajenos al que se utiliza
como parental (6). En la madurez floral, cuando los estigmas
están listos para la polinización, estos se caracterizan por
tener gran actividad de enzimas peroxidasas; por ello, con
la finalidad de determinar la receptividad del estigma, se
utiliza peróxido de hidrógeno para comprobar la presencia
de enzimas cuando se produce burbujeo (34) (Figura 2).
Existe un criterio de puntuación para convertir la receptividad
estigmática en una variable cuantitativa y así hallar la
receptividad promedio por día evaluado, para lo cual se
propusieron cuatro niveles de burbujeo (35).
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La receptividad estigmática puede verse afectada por
condiciones ambientales, como la temperatura, aplicación
de productos químicos y la nutrición de las plantas, aunque
generalmente, en los estudios encaminados a este tema, la
parte masculina ha sido la que más atención ha recibido.
Se ha comprobado que, en condiciones de campo, la
temperatura, a través de su efecto sobre la receptividad
estigmática, afecta al periodo efectivo de polinización y al
cuajado en varias especies frutales, como el albaricoquero
(36,37) o kiwi (38). En el melocotonero se demostró que
en condiciones controladas la temperatura tuvo una gran
influencia en la duración de la receptividad estigmática,
la cual disminuye con el aumento de esta. La pérdida
de receptividad estigmática se manifestó en tres procesos
consecutivos: adherencia del polen al estigma, germinación
y penetración en el tejido transmisor. La pérdida de estas
capacidades es paulatina, primero se pierde la capacidad de
penetrar el tejido transmisor; de segundo, la germinación y
finalmente la adherencia del polen al estigma (39).

SISTEMAS DE INCOMPATIBILIDAD
EN LAS PLANTAS

En la mejora genética tradicional es fundamental contar
con líneas puras para realizar híbridos uniformes; sin
embargo, el desarrollo de líneas puras demanda realizar
autopolinizaciones, para inducir un cambio en la frecuencia
alélica y lograr la homocigosis. Según lo anterior, se asume
que todas las especies vegetales pueden ser capaces de
autopolinizarse; sin embargo, la realidad no es así, pues
la autoincompatibilidad está presente en más de la mitad
de las especies de Angiospermas. En el caso de las
plantas autógamas, la obtención de líneas puras es fácil,
debido a que la autopolinización ocurre a gran medida;
no obstante, se plantea que tienen, a polinización abierta,
un 5 % de alogamia. En las plantas alógamas producto a
los mecanismos de autoincompatibilidad, muchas veces se
dificulta la autopolinización (40).

Los mejoradores recurren a diversas técnicas como
la polinización entre plantas hermanas (full sibs) o
medias hermanas (half sibs), retrocruces o inducción de
variabilidad, realizando diseños dialélicos con diversas

especies compatibles y, si lo anterior no resulta exitoso, es
entonces cuando se recurre a técnicas biotecnológicas para
superar barreras de auto-incompatibilidad pre o poscigóticas,
inducción de haploides, entre otras.

La autopolinización no es posible, en muchas
especies vegetales, debido a un mecanismo conocido
como autoincompatibilidad. Este mecanismo asegura
la variabilidad genética, evitando la depresión por
endogamia y promoviendo la polinización cruzada, por
lo que su efectividad asegura el éxito de la evolución
de las especies (41). Como parte de la evolución,
para promover la polinización cruzada, varias especies
hermafroditas desarrollaron adaptaciones morfológicas
como; por ejemplo, la separación espacial del pistilo y los
estambres (hercogamia) y fisiológicas, como la maduración
diferencial de los órganos reproductivos (dicogamia). Estas
modificaciones evitan, en gran medida, la autofecundación
y promueven la polinización cruzada, pero aún existe la
posibilidad de flujo génico, a través del polen con los padres o
con otros individuos de la progenie. Para evitar dicho suceso,
un gran número de especies desarrollaron un mecanismo
genético-bioquímico de reconocimiento del polen, conocido
como sistema de incompatibilidad sexual (AI), el cual se
define como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil
para producir cigotos después de la autopolinización (40).

CLASIFICACIÓN DE LOS
SISTEMAS DE INCOMPATIBILIDAD

Los sistemas de incompatibilidad han sido clasificados
en función del genotipo que la determina, si está
determinada por el genotipo haploide del polen, se le
llama incompatibilidad gametofítica; si en cambio, es
por el genotipo diploide de la planta que le da origen
al polen, se le denomina incompatibilidad esporofítica
(42). La autoincompatibilidad puede expresarse en el
estigma, el estilo o en el ovario de la flor, debido a
una acumulación de calosa en la punta de los tubos
polínicos y, por tanto, se impide la elongación de los
tubos polínicos en algún punto de su trayectoria hasta la
oosfera. Esa acumulación de calosa permite diferenciar
tubos polínicos compatibles e incompatibles (43,44).

Se puede observar el burbujeo en la superficie del estigma, indicativo de que se encuentra receptivo (Fuente propia)
Figura 2. Técnica de receptividad estigmática en Alstroemeria, utilizando peróxido de hidrógeno.
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En el caso de la incompatibilidad gametofítica, la interrupción
del crecimiento del tubo polínico ocurre en el estilo, mientras
que en la esporofítica ocurre generalmente en el estigma
(41). Existe un tercer tipo de autoincompatibilidad poco
estudiado que se presenta en el ovario, conocido como
autoincompatibilidad de acción tardía, que se produce por la
inhibición de los tubos polínicos antes de que alcancen los
óvulos, inhibición de la fecundación, rechazo post-cigótico e
inhibición en el óvulo (45).

Realizar estudios de autoincompatibilidad le permiten al
mejorador economizar tiempo y recursos, por cuanto puede
saber cuál ruta tomar al momento de avanzar la selección de
las generaciones segregantes.

Se realizaron estudios de incompatibilidad en Olea
europea, con el objetivo de explicar cómo ocurre la
autofecundación de algunas variedades, a pesar de ser
una especie con altos grados de autoincompatibilidad.
Los autores sugieren que algunos determinantes de la
autoincompatibilidad en el tubo polínico y el estigma son
inestables y se degradan, lo que permite que los tubos
polínicos puedan llegar al óvulo y fecundarlo. Con lo anterior
queda explicado que la autoincompatibilidad puede que no
sea absoluta y, por tanto, pueda ocurrir cierto grado de
auto-fertilización (46).

Aparte de la incompatibilidad intraespecífica descrita
anteriormente, existe otro mecanismo conocido como
incompatibilidad interespecífica, donde el polen es
rechazado por la gran disimilitud genética entre la especie
donante y la especie receptora (47). Muchas veces esto
ocurre porque el polen no puede nutrirse de la matriz
extracelular del tejido materno (16) y los nutrientes propios
de este no son suficientes para generar todas las sustancias
necesarias para el crecimiento del tubo hasta los óvulos
(29). Este proceso muchas veces imposibilita la hibridación,
lo que hace necesario saber en qué momento se genera
la interrupción del crecimiento del tubo polínico para
poder tomar decisiones. Este tipo de incompatibilidad
se ha estudiado en Solanaceae, donde el cese del
crecimiento del tubo polínico ocurre a lo largo del estilo
(44), como ocurre en la autoincompatibilidad gametofítica

(48); por tanto, es lógico pensar que ambos procesos de
reconocimiento podrían ser similares (49). Se realizó un
estudio en Nierembergia de cruzamientos interespecíficos,
en el cual se detectó diferentes patrones de incompatibilidad
pre-cigótica. Los estudios de la relación estigma-polen/
estilo-tubo polínico demostraron que la incompatibilidad
interespecífica se manifiesta por la inhibición del crecimiento
del tubo polínico, en diferentes niveles del estilo. En ningún
caso se encontraron signos de incompatibilidad a nivel del
estigma (49).

Para observar el desarrollo del tubo polínico se colectan
pistilos en intervalos de un día después de la autopolinización
o polinización cruzada, hasta más menos cuatro días
después de la polinización. La técnica consiste en teñir los
pistilos con azul de anilina, ya que este compuesto reacciona
con la calosa del polen y, por tanto, se puede ver el recorrido
del tubo polínico, a través del estilo en un microscopio de
fluorescencia. Para analizar en qué parte del pistilo ocurre
la interrupción del tubo polínico, se divide el pistilo en cuatro
partes: estigma, primera mitad del estilo, segunda mitad del
estilo y ovario (41). En la Figura 3 se puede observar el
crecimiento del tubo polínico en Alstroemeria en el estilo y
el ovario.

ESTUDIOS CITOGENÉTICOS PARA EL
CARIOTIPADO DE ESPECIES VEGETALES

El cariotipado consiste en el estudio de la estructura
del genoma que incluye el número cromosómico y, con
ello, el nivel de ploidía, el análisis de la morfología de
los cromosomas (tamaño absoluto y relativo, posición del
centrómero, la ubicación y el número de satélites (50). A
la hora de seleccionar parentales para los cruzamientos en
un programa de mejora, es importante tener conocimiento
sobre el número cromosómico. Si se trata de cultivares con
diferencias en este, puede que la reproducción sexual se vea
afectada y, por tanto, sea imposible la obtención de semillas.

El número cromosómico puede ser muy variable, incluso
dentro de cultivares de una misma especie, como afirma
un estudio realizado en morera, donde se encontraron
variedades aneuploides y diploides en Morus indica (51).

 

Fuente propia
Figura 3. A. Germinación del polen de Alstroemeria en el estigma y progreso de los tubos polínicos. B. Tubos polínicos en el ovario
de Alstroemeria.

Ayerin  Carrodeguas-Gonzalez,  Cultivos Tropicales, Vol. 43, No. 2,  abril-junio  2022,  https://cu-id.com/2050/v43n2e15

6

https://cu-id.com/2050/v43n2e15


Se puede dar el fenómeno de poliploidía y, por tanto, pueden
surgir nuevos números básicos que no tengan relación
directa con los ancestrales, debido a nuevas
reestructuraciones o hibridación entre poliploides con
distintos números básicos. Además, es difícil deducir
diferencias en la ploidía sin un análisis citogenético, porque
variaciones en el cariotipo pueden ocurrir sin cambios
notorios en el fenotipo (52). Estudios de cariotipo pueden
realizarse por la disciplina conocida como citogenética, la
cual trata sobre la estructura y el comportamiento de los
cromosomas, así como de las implicaciones genéticas
derivadas de su estudio (53). En los últimos 20 años, los
estudios citogenéticos se han enfocado en la estructura y la
evolución del genoma de diferentes especies vegetales,
tanto silvestres como cultivadas (7). Mediante análisis
citogenéticos se genera conocimiento básico sobre el
número y la forma de los cromosomas para subsecuentes
estudios enfocados al aprovechamiento de la diversidad
biológica, con fines para el mejoramiento (54). Este tipo de
estudios se realizó en diversos cultivos como Triticum
aestivum (55), Dipteryx alata (56) e Hibiscus rosa-sinensis
(57).

La citogenética se divide en citogenética clásica y
molecular. La primera incluye los estudios citológicos en
los cuales se analizan los cromosomas bajo microscopio,
durante la metafase de la mitosis o meiosis.

La citogenética molecular podría considerarse la fusión
entre la citogenética clásica y la biología molecular. Esta
disciplina agrupa un conjunto de técnicas que aplican
diferentes métodos de la biología molecular, directamente
sobre preparaciones citológicas, tales como tejidos, células,
cromosomas y fibras de ADN (7).

CITOGENÉTICA CLÁSICA
La citogenética clásica consiste en observar en un

miscroscopio las características cromosómicas en células
que se encuentren en la metafase de la mitosis o la meiosis.
Con dicho objetivo se utilizan células de la raíz, en el caso
de que se quiera analizar mitosis o gametos en el caso
de meiosis.

DETERMINACIÓN DEL NÚMERO
CROMOSÓMICO DURANTE LA MITOSIS
El ciclo celular comprende cuatro fases secuenciales

ordenadas, que distinguen temporalmente la replicación
del material genético de la segregación de cromosomas
duplicados en dos células hijas. Las fases G1 y G2 son
denominadas como "huecos", por la palabra en inglés "gaps",
porque en el núcleo de la célula en estas etapas no ocurren
procesos muy visibles. Sin embargo, las células están
muy activas realmente, ya que están creciendo y se están
preparando para la división. La fase S se refiere a la síntesis,
en la que el ADN es copiado o replicado y la fase M a la
mitosis (58). En la Figura 4 se pueden observar las diferentes
fases del ciclo celular.

La mitosis se divide en cinco fases: profase, prometafase,
metafase, anafase y telofase. Durante la metafase los

cromosomas se hayan dispuestos hacia la placa ecuatorial
y es el momento adecuado para el conteo de cromosomas
(59). En la Figura 5 se pueden observar las diferentes fases
de la mitosis en un tejido meristemático de Altroemeria, en
un experimento desarrollado por los autores en el Instituto
de floricultura de Argentina, donde en la metafase los
cromosomas son perfectamente visibles.

En los primeros estudios de cariotipado, los citólogos,
con el fin de observar los cromosomas bajo el microscopio
óptico, fijaban los tejidos meristemáticos en bloques de
parafina y después realizaban cortes al micrómetro. En su
momento, esta tecnología ofreció buenos resultados, hasta
el surgimiento de la técnica del aplastado de puntas de raíz
conocido como “squash” (60).

Los cromosomas se encuentran en las células de todos los
organismos, pero son visibles cuando estas se encuentran
en división mitótica o meiótica. En caso de que se desee
analizar el número cromosómico durante la mitosis, se deben
utilizar tejidos meristemáticos que se caracterizan por poseer
células en constante división, con núcleos grandes (61). Los
tejidos meristemáticos más utilizados por los citólogos, son
los que se encuentran en la zona apical de la raíz (60).

El primer paso a tener en cuenta para la determinación del
número cromosómico, mediante la observación de la mitosis,
es determinar la hora más adecuada para el tratamiento
previo de las raíces (62). Con este fin, se realiza un
experimento para encontrar cuando se encuentra un mayor
número de células metafásicas, lo cual puede ser diferente
en cada localidad, debido a las condiciones ambientales (60).
Para tal fin, Valladolid, propuso fijar las raíces en la mezcla
alcohol absoluto: ácido acético glacial (3:1) a diferentes horas
del día, macerar y teñir las muestras para observarlas bajo el
microscopio óptico y posteriormente anotar la frecuencia de
interfases, profases, metafases y telofases por cada hora de
colección (60).

Posteriormente se procede al pretratamiento que
consiste en poner en contacto la punta de la raíz con
sustancias denominadas inhibidores de mitosis (Colchicina,
8-hidroxiquinolina, 1-bromonaftaleno, bajas temperaturas
positivas, etc.) para obtener un mayor número de células
metafásicas en el meristemo. La metafase es la etapa de
la mitosis, donde los cromosomas alcanzan su máximo
grado de condensación y se encuentran individualizados;
por tanto, es muy fácil contarlos y caracterizarlos.

En la fase M ocurre la mitosis, que se divide en profase,
prometafase, metafase, anafase, telofase y citocinesis. En la
metafase los cromosomas se encuentran bien definidos y alineados
en el plano ecuatorial de la célula; por tanto, se pueden observar
fácilmente al microscopio. (Fuente propia)
Figura 4. Ciclo celular, compuesto por la fase G1, S, G2 y M.
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Los inhibidores de mitosis evitan que se forme el huso
acromático y las células no pasan a la anafase, la siguiente
etapa de la mitosis (62,63).

Los inhibidores de la mitosis también han sido utilizados
para inducir poliploides con características novedosas. En un
estudio llevado a cabo en Impatiens walleriana, la aplicación
de colchicina al 0,05 %, produjo la mayor eficiencia de
inducción tetraploide; por lo tanto, esta concentración sería
un buen punto de partida para inducir tetraploides en el futuro
(64). En otro estudio, se evaluó el efecto de otro inhibidor
de la mitosis, la orizalina en I. walleriana y resultó ser muy
efectivo para la inducción de tetraploidía (65). En ambos
experimentos, las plantas tetraploides exhibieron mayor área
foliar, grosor de la hoja, ancho de ovario, longitud del polen
y tamaño de los estomas y mostraron disminuciones en la

altura, la densidad de las células protectoras de los estomas
y el número de flores.

El siguiente paso consiste en la fijación para poder
interrumpir rápidamente los procesos vitales de la muestra
para conservar la estructura de las células (66). Después
se utilizan agentes químicos o tratamientos enzimáticos
(celulasas y pectinasas) para eliminar la pared celular
de las células y dispersarlas. Posteriormente se tiñen los
cromosomas para que sean visibles al microscopio óptico.
Con dicho objetivo se utilizan tintes básicos, debido a la
naturaleza ácida de la cromatina. Una vez que las células han
sido teñidas, se procede al aplastado o squash, para que los
cromosomas se dispersen y se sitúen en un mismo plano. Por
último, se observa la muestra bajo un microscopio óptico (62).
En la Figura 6 se pueden observar los diferentes pasos para
la observación de los cromosomas en metafase.

A. Interfase o fase de crecimiento, B. Profase (se observan los cromosomas condensados, pero aún no se puede definir número), C.
Prometafase (los cromosomas comienzan a definirse), D. Metafase (los cromosomas se encuentran bien definidos en el plano ecuatorial de
la célula), E. Anafase (las cromátidas hermanas se encuentran migrando hacia polos opuestos), F. Telofase (comienza a formarse la nueva
envoltura nuclear). (Fuente propia)
Figura 5. Fases del ciclo celular en células meristemáticas de Alstroemeria.
 

 

Se observa el proceso de eliminación de la cofia de la raíz para dejar al descubierto el tejido meristemático (Fuente propia)
Figura 6. Diferentes pasos para observar cromosomas durante la metafase de la mitosis
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A pesar del avance de la tecnología y el surgimiento
de nuevas técnicas para el cariotipado, aún el conteo
cromosómico durante la mitosis se realiza en numerosos
cultivos. Por ejemplo, se determinó el número cromosómico
de 14 especies de Iris, mediante citogenética clásica en
Korea (67).

DETERMINACIÓN DEL NÚMERO
CROMOSÓMICO EN MEIOSIS

En las plantas superiores, la meiosis solo tiene
lugar en las células madres de los granos de polen
ubicados en el microsporófilo (gimnospermas) o en la
antera (angiospermas) y en las células madres de las
megásporas que se encuentran en el óvulo (gimnospermas
y angiospermas). Al igual que en la mitosis, para analizar el
número cromosómico durante la meiosis, se realiza durante
la metafase I o la metafase II. Si se realiza durante esta última
es importante tener en cuenta que el número cromosómico
se encuentra reducido a la mitad (68) (Figura 7).

Estudios del comportamiento cromosómico durante la
meiosis pueden detectar anormalidades en los cromosomas
que afectan la fertilidad de la planta. Por ejemplo, se
desarrolló un estudio en tres especies del género Capsicum,
donde se observaron diferentes anomalías meióticas,
que pueden interrumpir el proceso de división celular

creando diferentes números cromosómicos y disminuyendo
la fertilidad del polen. Se observaron las siguientes
variaciones del número de cromosomas: 2n=2x=24,
2n=2x=26, 2n=4x=48 a 2n=6x=72 (69).

CITOGENÉTICA MOLECULAR PARA
EL ANÁLISIS CROMOSÓMICO

Como se había comentado anteriormente, para el
desarrollo de un programa de mejora genética, un paso
clave es la caracterización cariotípica de los cultivares que
van a ser utilizados como progenitores. Actualmente en
los laboratorios bien equipados se pueden realizar técnicas
mucho más factibles que la citogenética clásica, como son:
la citometría de flujo, hibridación fluorescente in situ (FISH) e
hibridación genómica in situ (GISH) (2).

Estas técnicas se agrupan en una disciplina conocida
como citogenética molecular, la cual se define como la fusión
entre la citogenética clásica y la biología molecular (7).

CITOMETRÍA DE FLUJO
PARA EL ESTUDIO CROMOSÓMICO

La citometría de flujo es una herramienta potente para
el análisis del contenido de ADN nuclear (en sus valores
relativos o absolutos) de células vegetales (70). Consiste en
analizar partículas que fluyen en una suspensión líquida,

 

Se observa cómo ocurre la meiosis para la formación de granos de polen en plantas. La primera división ocurre en los sacos polínicos de
las anteras inmaduras donde el microsporocito diploide da como resultado dos núcleos haploides. La segunda división da como resultado
la tétrada de micrósporas, también haploides. El momento ideal para observar cromosomas es durante la Metafase I, donde se encuentran
individualizados y fáciles de contar. Para dicho proceso se recolectan los pimpollos, las anteras inmaduras se fijan en solución de Farmer y
se les aplica carmín acético al 2 % para colorear los cromosomas. (Fuente propia)
Figura 7. Conteo de cromosomas durante la metafase de la meiosis.
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debido a las propiedades ópticas (dispersión de la luz
y fluorescencia) (71). Desde los años 80 ha aumentado
de manera exponencial, el espectro de aplicaciones de la
citometría de flujo análisis del genoma vegetal; por tanto,
constituye una técnica rutinaria utilizada en numerosos
laboratorios de todo el mundo (72). La citometría de flujo
permite saber la cantidad de núcleos, previamente aislados
y marcados con un fluorocromo, existentes en cada fase del
ciclo celular (G0/G1, S y G2/M). Primeramente, las medidas
de fluorescencia de los núcleos son expresadas en una
escala arbitraria, después se compara con la fluorescencia
de núcleos aislados de un estándar de referencia con tamaño
de genoma conocido para estimar el contenido de ADN
nuclear de un determinado individuo o tejido (72).

Esta técnica fue utilizada para determinar la ploidía de una
colección de germoplasma del CIAT (Colombia) de pastos
tropicales de los géneros Brachiaria, Megathyrus y Panicum.
De esta forma se determinó el modo de reproducción de
las accesiones analizadas, para así elegir a los parentales
masculinos y femeninos en un programa de cruzamientos
(73). Por otra parte, fue estimado el contenido de ADN
nuclear y el nivel de ploidía de 19 accessions de Gagnepainia
godefroyi y G. harmandii en Tailandia, mediante citometría de
flujo (74).

FISH (HIBRIDACIÓN FLUORESCENTE
IN SITU) PARA LA

CARACTERIZACIÓN CROMOSÓMICA
FISH, a diferencia de las técnicas citogenéticas

convencionales, se basa en reacciones moleculares
específicas entre el ADN cromosómico y otra secuencia
cualquiera denominada ‘sonda’. El principio de esta técnica
consiste en la hibridación de sondas de ADN, previamente
marcadas con un fluorocromo específico, directamente
sobre el ADN cromosómico, aprovechando la homología
existente entre éstas. Para la detección de tales sondas los
preparados cromosómicos se exponen a la luz ultravioleta,
lo cual provoca la excitación de los electrones de la
molécula fluorescente, que se caracteriza por una emisión
de rayos, cuya longitud de onda varía, según el tipo de
fluorocromo empleado.

La adaptación de protocolos de FISH en un número
cada vez mayor de especies vegetales ha abierto nuevas
posibilidades para el estudio de los genomas vegetales (7).
Por ejemplo, mediante esta técnica, se realizó, por primera
vez, una caracterización citogenómica de veinte accesiones
que cubren ocho especies del género Hedysarum, para
evaluar la diversidad genética y cariotipado (75).

Una de las modificaciones de FISH se denomina
hibridación genómica in situ (GISH, por genomic in situ
hybridization), la cual permite colorear, diferencialmente,
los cromosomas de distintos ancestros (en el caso de
una especie) o de genomas parentales (en el caso de un
híbrido) (7). Recientemente GISH en combinación con FISH
fue aplicada para el estudio de la estructura cromosómica
en Medicago sativa, producto a que esta especie posee
cromosomas muy pequeños, lo que dificulta su estudio

mediante citogenética clásica (76). Otra de las variantes de
la técnica se denomina Hibridación Genómica Comparativa o
CGH (por comparative genome hybridization), en la cual se
utiliza el ADN genómico de una especie patrón (por ejemplo,
Arabidopsis) que se usa como sonda para hibridizarlo sobre
los cromosomas de otra especie, lo cual permite analizar el
cariotipo de una especie dada con un enfoque molecular, sin
necesidad de utilizar secuencias específicas que son difíciles
de obtener. Esta hibridación cruzada genera una serie de
bandas sobre los cromosomas de la especie estudiada, las
cuales corresponden a regiones genómicas conservadas
(por lo general, secuencias repetitivas) entre las dos especies
(77,78). Por ejemplo, esta técnica fue recientemente utilizada
para estudiar la estructura cromosómica de dos especies
del género Carex, y comprobar la hipótesis taxonómica de
orígenes híbridos en Carex salina y C. ramenskii (79).

CONCLUSIONES
• El método más utilizado para estimar la viabilidad de polen

en el caso de la selección de los progenitores masculinos,
en un programa de mejora, es la germinación in vitro. Sin
embargo, en el caso de que se tengan muchos genotipos
por evaluar son más recomendados los métodos de
tinción por su rapidez.

• El método más efectivo en la determinación de la
receptividad estigmática para la elección del progenitor
femenino es el uso de peróxido de hidrógeno.

• Realizar estudios de autoincompatibilidad, mediante la
observación del crecimiento del tubo polínico, le permiten
al mejorador economizar tiempo y recursos en un
programa de mejora genética. También es recomendable
realizar ensayos de autopolinización y aislamiento de
flores, si no se cuenta con el equipo necesario.

• El conocimiento del número cromosómico es importante a
la hora de seleccionar parentales para los cruzamientos;
el método más utilizado con este fin por su versatilidad y
rapidez es la citometría de flujo.
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