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El arroz (Oryza sativa L.) es de gran importancia econémica mundial, pues es el cereal de mayor consumo
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humano, por ello es importante buscar alternativas para mejorar sus propiedades nutricionales. En este trabajo
se muestran los resultados sobre la caracterizaciéon bioquimica de las proteinas de reserva en semillas de
generaciones segregan (F2 y F4) de hibridos (Morelos A-92 [MA92; indica] x Kosihikari [Kosi; japénica] y Kosi x
MA92) de arroz, asi como la inducciéon de androgénesis. El contenido mds alto de proteinas totales (10.77%) se
detect6 en Kosi x MA92 (F2). El genotipo Kosi x MA92 generacién F4 presenté los niveles mds altos de albuminas,
globulinas y prolaminas, y el menor porcentaje de glutelinas (21.48%). Se obtuvieron resultados relevantes en
el perfil electroforético de las globulinas del hibrido Kosi x MA92 (segregante F4), con 13 bandas cuyos pesos
moleculares estuvieron entre 13 y 110 kDaq, y en el perfil electroforético de las glutelinas solo hubo tres bandas
de 13, 16 y 21 kDa. La androgénesis se indujo con el medio de cultivo N6 adicionado con ANA, 2.0; KIN, 1.0;
glicina, 2.0 mg/L y glutamina, 500 mg/L; maltosa 5% y agar 8 g/L. La conversién de estructuras embriogénicas
a plantas se hizo en el medio de cultivo Murashige & Skoog (MS), suplementado con AIA, 0.5; ANA, 0.5; KIN,

2.0 mg/L; sacarosa, 30 mg/L y agar 8 g/L.
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ABSTRACT

Characterization of storage proteins and anther culture for the development of high nutritional quality
rice genotypes. Rice (Oryza sativa L.) is economically important worldwide since it is the cereal most highly
consumed by humans; so, it is important to improve its nutritional properties. This paper reports the results of the
biochemical characte-rization of storage proteins in seeds of segregating generations (F2 and F4) from (Morelos
A-92) [MA92; Indica] x Kosihikari [Kosi; japonica] and Kosi x MA92) rice hybrids as well as induction of androgenesis.
The highest total protein content (10.77%) was detected in Kosi x MA92 (F2). The F4 generation from Kosi x MA92
genotype showed the highest levels of albumin, globulins, and prolamins as well as the lowest percentage of
glutelins (21.48%). The electrophoretic profile of globulins isolated from Kosi x MA92 hybrid (segregant-F4)
showed 13 bands with 13-110 kDa molecular weights while glutelins just three bands (13, 16, and 21 kDa).
Androgenesis was induced in the N6 culture medium, supplemented with ANA, 2.0; KIN, 1.0; glycine, 2.0 and
glutamine, 500 mg/L, maltose 5%, and agar 8 g/L. The conversion of embryogenic structures into plants was
performed in Murashige & Skoog (MS) supplemented with AIA, 0.5; ANA, 0.5, and KIN, 2.0 mg/L, sucrose,
30 and agar, 8 g/L.
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Introduccién

El arroz es el cereal de mayor consumo humanoy de
gran importanciaeconémicamundial. Susgranosestan
constituidos por 90% de almidéon y solo 10% de pro-
teinas. A pesar del bajo contenido, su importancia
nutricional sedebealacalidad proteica, yaque posee
un elevado indice de aminoacidos esenciaes (del 60%),
superior al de otros granos de amplio consumo como
el maiz y el trigo (con valores de 40 y 43%, respec-
tivamente) [1]. Lasproteinasdereservaen lassemillas
de arroz estan constituidas por albuminas (5%),
globulinas (10%), prolaminas (5%) y glutelinas (80%)
[2]. Lacaracterizacién bioquimicade estas proteinas

. Autor de correspondencia

permite identificar genotipos con propiedades
nutricional es importantes, por ejemplo: el indice de
aminoacidos esencides (IAE), € cua estadeterminado
por la cantidad de aminoacidos que necesitael cuerpo
humano, pero que no es capaz de metabolizar por si
mismo, y por tanto, requiere, suingestion. Este indice
es directamente proporcional al contenido de la
fraccion de globulinas, que en las leguminosas
representa entre el 75y el 95% de la proteina total
[3]. Tradicionalmente, el mejoramiento genético del
arroz se ha enfocado hacia las caracteristicas
agronémicas del cultivo, incrementar la produccién
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por unidad de superficie, inducir su resistencia a
problemasfitosanitariosy amejorar las caracteristicas
de industrializacion, con €l fin de aumentar el ren-
dimiento del grano entero. En la actualidad existen
nuevos retos; lademanda de productos nutracéuti cos,
es cada vez mayor, o que conduce ala necesidad de
investigar alin més, con el propdsito de que las pro-
piedades nutricionales sean superiores y de reducir
los problemas al ergéni cos especificos de los cereales
[4]. Unadelas aternativas paraello es el desarrollo
de genotipos con un el evado contenido de globulinas,
por su relacion directa con el |AE. Estos genotipos
pueden ser sometidos atécnicas de micropropagacion
por cultivo de anteras. Estatécnicaesunaherramienta
complementaria en el mejoramiento genético, pues
posee la ventaja de fijar las caracteristicas deseadas
en un tiempo menor (50%) al requerido por el método
tradicional de pedigri.

Laintegracion delas metodol ogias de mejoramiento
genético tradicional, el cultivo de anteras y la ca-
racterizacion bioquimica y molecular, posibilita la
generacion de variedades diferenciadas de arroz con
elevado valor nutricional y sin alergenos, que pueden
ofrecerse en nichos de mercado especificos, |o cual
incrementard las utilidades de los productores de
arroz. Algunos reportes indican que en las Ultimas
décadas ha disminuido drasticamente la superficie
cultivada de este cereal, debido alos altos costos de
cultivo. El objetivo de esta investigacion fue ca-
racterizar bioquimicamente las proteinas de reserva
de generaciones segregantes de hibridos de arroz, con
la finalidad de encontrar genotipos con mayor
contenido de globulinas, y establecer unametodologia
de micropropagacién, mediante el cultivo de anteras
delos hibridos seleccionados.

Materiales y métodos

Material biolégico

Se utilizaron semillas de | as generaciones segregantes
F2y F4 de hibridos de arroz, obtenidas de las cruzas
directas de Kosihikari (japénica) x Morelos A-92
(indica) (Kosi x MA92) y MA92 x Kosi, y como
control: sus progenitores. Estos genotipos forman
parte del Banco de Germoplasma del Campo
Experimental Zacatepec-INIFAP, en Zacatepec,
Morelos, México.

Determinaciéon del contenido de proteinas
totales

Las semillas se descascarillaron de formamanual, se
molieron en un molino analitico Teckmar A-10
(Teckmar, Estados Unidos) y la harina obtenida se
pas6 por una malla de 80 nm de diametro para
homogeneizar €l tamafio delasparticul as. El contenido
de nitrégeno total de cada hibrido se determiné
mediante el método de Kjeldahl [5]. Para calcular el
porcentaje de proteina total se utilizé un factor de
conversion de 5.85, especifico para cereales.

Fraccionamiento de las proteinas de reserva

Las proteinas de reserva (albiminas, globulinas, pro-
laminasy glutelinas) se obtuvieron apartir delaharina
con base en su solubilidad, con el empleo del método
de Osborne, modificado por Teixeiray Ferreira [6].
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Para el fraccionamiento de las proteinas se utilizd
harina-soluci6n extractoraen unarelacion 1:10 (m/V).
El proceso se inicid con la extraccion de albiminas,
paralo cual se adiciond una solucion de CaCl,10 mM

y MgCl,10 mM, y se mantuvo en agitacion constante
durante 4 h a4 °C. Después se centrifugd a 10 000 g
por un lapso de 1 h. El sobrenadante fue dializado
contra agua por 12 h y posteriormente almacenado a
4 °C. El precipitado seresuspendié en unasolucion de
TrissHCl 100 mM, NaOH 10%, EDTA 10 mM y
EGTA 10 mM, pH 7.5. Se dgj6 en agitacion constante
por 4ha4°Cy secentrifugé a10 000 g durante 1 h. El

sobrenadante se dializ6 contra agua, y se obtuvieron
asi las globulinas. El precipitado se resuspendio en
etanol al 75% paralaextraccion delas prolaminas. Se
mantuvo en agitacion durante 12 h y posteriormente
se centrifugd a10 000 g durante 1 h. El sobrenadante se
dializ6 contra &cido acético a 1%. Finalmente, el

precipitado se sometié a una Ultima extraccion para
obtener lasglutelinasal solubilizarlas en unasolucion
de H;BO; 50 mM, b-mercaptoetanol a 1% (V/V),
dodecil sulfato desodio (SDS, del inglés sodiumdodecyl

sulfate) al 1% y pH 10. Se dej6 en agitacion durante
4 h atemperaturaambiente, paradespués centrifugar a
10000 g durante 1 h. El sobrenadante sedializ6 contra
agua. Las fracciones proteicas y la harinaresidual se
amacenaron a4 °C parasu posterior caracterizacion.

Determinacién del contenido de nitrégeno
en las proteinas de reserva

Unavez obtenidas las cuatro fracciones de proteinas
(albliminas, globulinas, prolaminasy glutelinas) y la
harinaresidual, se procedid a cuantificar su contenido
proteico mediante el método de Kjeldahl.

Perfiles electroforéticos

La caracterizacion bioguimica de las proteinas de
reservaserealizo mediantelatécnicade electroforesis
(SDS-PAGE) propuestapor Shagger y Von Jagow [7]
en condiciones desnaturalizantes en geles de
poliacrilamida a 10%. Se aplicaron 15 niL de cada
fraccion proteica por carril y se utilizé una corriente
de 20 mA por gel. Después del corrimiento, los geles
sefijaron con &cido tricloroacético al 12%y setifieron
con Azul de Coomassie R-250 en una concentracion
final de0.25% (m/V). Paradeterminar € peso molecular
(PM) de las cadenas polipeptidicas, se utilizé6 como
referenciaun grupo de proteinas estandares pretefiidas
(miosina 205 kDa, b-fosforilasa 97 kDa, albiminade
suero bovino 66 kDa, ovoalbiimina45 kDa, anhidrasa
carbénica29 kDay a-lactoalbimina14 kDa) (de Bio-
Rad, California, Estados Unidos).

Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) de una
solaviay seaplicd lapruebade Tukey pararealizar la
comparacion demedias, cona = 0.05. Lasletrasiguales
entre dos 0 mas tratamientos indican que no hubo
diferenciasignificativa.

Cultivo de anteras

Colecta y desinfestacién de anteras

Las paniculas de los hibridos MA92 x Kosi y Kosi x
MA92, se colectaron en el campo cuando los granos
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de polen se encontraban en estado uninucleado medio-
tardio [8]. Después se sometieron aun pretratamiento
frio a 6 °C durante diez dias y se desinfestaron en
condiciones asépticas, se colocaron en unasolucion de
NaOCl a 1.2% (V/V) durante 10 min. Posteriormente
se enjuagaron con abundante agua destilada estéril .

Induccién de callo embriogénico

Las anteras se extrajeron de la parte mediade la pani-
cula[9] y se colocaron en placas de Petri desechables
de 60 x 15 mm que contenian el medio de cultivo N6
[10], suplementado con ANA 2.0 mg/L, KIN 1.0 mg/L,
glicina 2.0 mg/L, glutamina 500 mg/L, maltosa5% y
agar 8 g/L [11]. Se sembraron 208 anterasdel genotipo
MA92 x Kosi y 423 de Kosi x MA92. El porcentaje
deinduccién de callo embriogénico seobtuvo al contar
las anteras con callo y dividir ese nimero entre las
anteras sembradas. El resultado se multiplicoé por
100. Laconversién de las estructuras embriogénicas
en plantas se hizo en el medio de cultivo Murashige
& Skoog (MS) [12], adicionado con AIA 0.5 mg/L,
ANA 0.5 mg/L, KIN 2.0 mg/L, sacarosa 30 g/L y
agar 8 g/L [13].

Resultados y discusién

Contenido de proteinas totales

En latabla 1 se muestran los porcentajes de proteina
total obtenidos en las harinas para cada uno de los
genotipos de arroz. El contenido de proteina se
incrementd de 7.59% en MA92 a9.67, y 10.77% en
los hibridos (generaciones segregantes F2 y F4). Los
valores fueron ligeramente superiores cuando el
progenitor femenino fue Kosi (japénica). El in-
cremento en el contenido de proteina total podria
estar relacionado con alguna diferencia en la in-
formacion genética de la variedad de arroz de la
subespeciejaponica.

Determinacion del porcentaje de las proteinas
de reserva

Enlatabla2 se muestrael porcentaje delas proteinas
de reserva (albuminas, globulinas, prolaminas y
glutelinas) y laharinaresidual, obtenidas apartir de
harina de los diferentes genotipos de arroz. El
genotipo Kosi x MA92 generacién F4 presento los
niveles mas altos de albiminas, globulinas y
prolaminas, asi como el menor porcentaje de
glutelinas (21.48%). En comparacion con la gene-

Tabla 1. Contenido de proteina total en diferentes
genotipos de arroz

Genotipo de arroz Proteina total (%)*

Kosi x MA92 F2 10.77
Kosi x MA 92 F4 10.37
MA92 x KOSI F2 10.64
MA92 x KOSI F4 9.67
Kosi 9.78
MA92 7.59

* Porcentaje N x 5.85, promedio de tres repeticiones
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Tabla 2. Porcentaje de proteinas de reserva en cada genotipo

Proteina d KOSI x MA92  KOSI x MA92 MA92 x KOSI MA92 x KOSI KOSI
roteina de F2 F4 F2 F4
reserva % % % % %
AlbUminas 11.39b 14.74 a 6.91d 8.11c 7.86 ¢
Globulinas 14.69 ¢ 29.64 a 19.49 b 21.25b 19.23b
Prolaminas 17.24 b 2524 a 16.64 b 17.18b 15.17 b
Glutelinas 48.89 ab 21.48 ¢ 49.38 a 4197 b 44.34b
Harina residual 7.56 cd 7.82 be 7.38cd 10.57 a 9.86 ab

Los valores se reportan en porcentaje y representan el promedio de tres repeticiones. Los resultados
fueron convertidos a su logaritmo natural (Ln) para el andlisis estadistico. Letras iguales indican que no

existe diferencia significativa a=0.05.

raci 6n segregante F2 del mismo hibrido, este genotipo
mostré un incremento de 50.4, 31.7 y 22.7% en €l
contenido de globulinas, prolaminas y albiminas,
respectivamente, mientras que la fraccién de glute-
linas disminuyé en 56.1%.

Los genotipos MA92 x Kosi y Kosi x MA92
(segregante F2) presentaron el mayor porcentaje de
glutelinas (49.38 y 48.89%, respectivamente). Estos
resultados demuestran que es factible obtener
genotipos de arroz con caracteristicas genéticas
diferentes eincrementar su valor nutricional, lo cual
marca la perspectiva de generar estos genotipos
diferenciados que puedan ser destinados a nichos
especiales de mercado.

Caracteristicas estructurales de las proteinas
de reserva

Losperfileselectroforéticos de globulinasy glutelinas
presentan similitudes tanto en el niumero de
subunidades como en los pesos moleculares de los
genotipos de arroz estudiados. En la figura 1, se
presenta el patrén electroforético de las globulinas
paracadagenotipo de arroz. El carril con el nimero 1
corresponde a genotipo Kosi x MA92 generacion
F4, en el cual lasbandas delas globulinas se observan
mas definidas e intensas en comparacién con los otros
genotipos. Esto parece indicar que hubo mayor
acumul aci6n de esta fraccion proteicaen ese genotipo.
L os pesos moleculares de las subunidades que con-
forman a las globulinas de los genotipos de arroz
fueron similares alosreportados por Fukushima[14].
L as bandas observadas corresponden a pesos mole-
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Cell Tiss Org Cul 1998;54:191-5.

12. Murashige T, Skoog F. A revised
medium for rapid growth and bioassays
with tobacco tissue culture. Plant Physiol
1962;15:473-97.

13. Ventura ZE, Salcedo MG, Hernandez
LA, Martinez BB, Jiménez AA, Trejo TG, De
JesUs SA, Velasquez VM. In vitro regene-
ration and acclimatization of plants of
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Figura 1. Patrén electroforético (SDS-PAGE) de globulinas de diferentes genotipos de arroz.

Biotecnologia Aplicada 2005; Vol.22, No.1



Alma L Martinez y cols.

Caracterizacién de proteinas y androgénesis en arroz

cularesentre11a112 kDa; lasde 20, 27,55y 80 kDa
estaban en mayor proporcion.

El perfil electroforético de la fraccién de las
glutelinas delos cinco genotipos de arroz revel 6 pesos
moleculares para las subunidades en un intervalo de
13al100kDa(Figura2);lasde 14, 18, 22, 34y 57 kDa
estaban en mayor proporcion. En otras variedades de
arroz se han reportado pesos moleculares de estas
subunidades que son similares[2].

Es importante resaltar que hubo una disminucién
significativaen lafraccion deglutelinas en el genotipo
Kosi x MA92 generacion F4, cuyo perfil electrofo-
rético solo muestra tres bandas de 13, 16 y 21 kDa.
También presentd el contenido de globulinas mas
elevado, con 13 bhandas de pesos moleculares entre
13y 110 kDa.

Induccién de callo embriogénico

El callo obtenido del hibrido Kosi x MA92 fuefriable
y de color blanco-cremoso. En él se observé la
presencia de agregados de aproximadamente 1 mm,
de consistencia dura. El callo del hibrido MA92 x
Kosi fue similar a anterior en cuanto a tamarfio del
agregadoy alaconsistencia, pero de color blancoy de
aspecto aterciopelado (Figura 3). Esas caracteristicas
corresponden alas de un callo embriogénico, seginlo
reportado para otros genotipos de arroz; provenientes
de diversos explantes, incluso de anteras [15].

El callo embriogénico se transfirié a un medio de
conversién y se desarrollaron estructuras embrio-
génicas de color verde. Estas estructuras embriogé-
nicas continuaron su desarrollo hastavolverse brotes
vigorosos, los cuales fueron transferidos a un medio
M S suplementado con &cido indolacético (1.5 mg/L),
y bencilaminopurina (0.2 mg/L) donde formaron un
sistemaradical abundante (Figura4).

Conclusiones

Losresultados del presente estudio revelaron que en
el hibrido de arroz Kosi x MA92 de la generacién
segregante F4 hubo una disminucion significativa
(més del 50%) de la fraccion de glutelinas y un
incremento del contenido de globulinas, prolaminas
y albuminas, el cual fue superior en lafraccién de
globulinas (mas del 50%). Esto demuestra la
posibilidad de obtener genotipos mejorados de arroz,
paraelevar suvalor nutricional. Estas caracteristicas
bi oquimicas pueden ser fijadas en las plantas en un
menor tiempo, mediante la técnica de cultivo de
anteras, con la cual fue posible regenerar plantulas
de los hibridos MA92 x Kosi y Kosi x MA92. La
integracion de las me-todologias de mejoramiento
genético tradicional, cultivo de anteras y carac-
terizacion bioguimica, posibilita la obtencién de
variedades diferenciadas de arroz que cubran las
necesidades de los consumidoresy delaindustria, e
incrementen, a su vez, las utilidades de los pro-
ductores de arroz.

Recibido en agosto de 2004. Aprobado
en diciembre de 2004.
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Figura 2. Patrén electroforético (SDS-PAGE) de glutelinas en diferentes genotipos de arroz.
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Figura 3. Callo embriogénico obtenido por cultivo de anteras.
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Figura 4. a) Conversién de estructuras embriogénicas en planta. b) Desarrollo de raices en brotes obtenidos

a partir de reestructuras embriogénicas.
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