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RESUMEN

Una gran parte de las especies del género Vasconcellea presentan excelentes caracteristicas como
resistencia a fitopatdgenos o buenas propiedades organolépticas del fruto de gran interés para
programas de mejoramiento genético en especies cultivables tales como Vasconcellea x heilbornii
(Badillo) Badillo (‘Babaco’) o incluso de la papaya comudn, Carica papaya. La especie
Vasconcellea stipulata Badillo (jigacho), ademas de poseer dichas caracteristicas ha sido reportada
junto con Vasconcellea pubescens (chamburo) como los posibles parentales del babaco, uno de los
cultivos de gran importancia econdmica en Ecuador. Conocer las caracteristicas citogenéticas de
estas tres especies permitira entender su historia evolutiva y establecer las bases para programas de
mejoramiento en el cultivo de babaco. El objetivo del presente trabajo de investigacion fue realizar
un estudio citogenético mediante la técnica de aplastamiento o “squash” de tejido meristematico
obtenido a partir de raices jovenes de V. stipulata para obtener el cariotipo detallando las
caracteristicas morfolégicas de los cromosomas. Ademas, se determinaron otros aspectos
citogenéticos como el ideograma, nimero cromosémico y hora mitética. El protocolo basico para
la observacion de cromosomas metafasicos incluyé un pretratamiento con 8-hidroxiquinoleina
0.002 mM, fijacion con etanol: acido propionico (3:1), digestion enzimatica con pectinasa 20% y
celulasa 2% y tincion con lacto-propiono-orceina. En cuanto a los resultados obtenidos se encontrd
que: a) la hora de mayor indice mitético fue a las 07:30 de la mafiana, b) se trata de una especie
diploide con un nimero cromosomico 2n=2x=18, c) el tamafio de los cromosomas se encuentra
entre 2.44-1.27u y el tamafio total del set cromosdémico fue de 33.38 p, d) todos los cromosomas
fueron clasificados como metacéntricos ya que el indice centromérico se encontré dentro del rango:
40.1-50 y d) los indices de asimetria como TF (46.66 %), indice Syi (87.54) e indice Rec (75.89)

indican que se trata de un cariotipo simétrico.

Palabras clave:

e INDICE MITOTICO e INDICE

e CARIOTIPO CENTROMERICO

e VASCONCELLEA e SQUASH
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ABSTRACT

A large part of the species of the genus Vasconcellea has excellent characteristics such as resistance
to phytopathogens or good organoleptic properties of the fruit of great interest for breeding
programs in cultivable species such as the case of Vasconcellea x heilbornii (Badillo) Badillo
(‘Babaco’) or even of the common papaya, Carica papaya. The species Vasconcellea stipulata
Badillo (jigacho), besides having these characteristics, has been reported together with
Vasconcellea pubescens (chamburo) as the possible parents of babaco, one of the crops of great
economic importance in Ecuador. Knowing the cytogenetic characteristics of these three species
will allow us to understand their evolutionary history and establish the bases for breeding programs
for babaco. The objective of this research was to perform a cytogenetic study using the crushing
technique or "squash™ of meristematic tissue obtained from young roots of V. stipulata to obtain
the karyotype detailing the morphological characteristics of the chromosomes. In addition, other
cytogenetic aspects were determined, such as the ideogram, chromosome number and mitotic hour.
The basic protocol for the observation of metastatic chromosomes included a pretreatment with
0.002 mM 8-hydroxyquinoline, fixation with ethanol: propionic acid (3: 1), enzymatic digestion
with pectinase 20% and cellulase 2% and staining with lacto-propiono-orcein. Regarding the
results obtained, it was found that: a) the hour of highest mitotic index was at 07:30 in the morning,
b) it is a diploid species with a chromosome number 2n = 2x = 18, c) the size of the chromosomes
is between 2.44-1.27u and the total size of the chromosomal set was 33.38, d) all the chromosomes
were classified as metacentric since the centromeric index was found within the range: 40.1-50 and
d) the indexes of Asymmetry such as TF (46.66%), Syi index (87.54) and Rec index (75.89)
indicate that it is a symmetric karyotype.

Key words:
e MITOTIC INDEX e CENTROMERIC INDEX
o KARYOTYPE e SQUASH

e VASCONCELLEA



CAPITULO 1: INTRODUCCION

2.1 FORMULACION DEL PROBLEMA

Ecuador es un pais con una alta densidad en especies del género Vasconcellea perteneciente
a la familia Caricaceae (Kyndt et al. 2005). Las especies de dicho género son de importancia en
varios aspectos. Existen especies que producen frutos comercialmente demandados como el hibrido
natural Vasconcellea x heilbornii (‘Babaco’). En otras especies se han detectado caracteristicas que
pueden ser transferidas al babaco para reducir los problemas fitosanitarios, mayor tolerancia a
temperaturas bajas y mejorar las propiedades organolépticas. Muchas de estas especies ademas son
una gran fuente de papaina, una enzima de gran importancia industrial (Guerrero & Castro, 1999).
En V. stipulata se ha comprobado que la actividad enzimética de la papaina es 17 veces mayor a la

enzima extraida de Carica papaya (Scheldeman, 2002).

A pesar de la importancia mencionada es muy reducido el conocimiento genético,
taxondmico y filogenético que se tienen de estas especies de Vasconcellea (Kyndt et al., 2005). A
diferencia de Carica papaya, una fruta tropical internacionalmente comercializada, V. x heilbornii
a pesar de su potencial comercial, no ha sido ampliamente estudiado. En Ecuador, el babaco es
nacionalmente comercializado a gran escala, sin embargo, no se conoce alun con certeza su
verdadero origen y su historia evolutiva que permitan tener conocimiento de sus parentales mas

cercanos para el desarrollo de programas de mejoramiento (Ming & Moore, 2015).

Se presume que el babaco es un hibrido natural procedente del cruce entre V. stipulata y V.

pubescens. Esto resulta en una especie estéril con un fruto partenocarpico que solo puede
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propagarse vegetativamente. La mayor desventaja resulta en que al no existir una variabilidad
genética en las plantas los problemas fitosanitarios aumentan e impiden que la produccion a nivel

nacional crezca (Alvarez & Cornejo, 2017).

V. stipulata, uno de los potenciales padres del babaco, presenta caracteristicas de interés
como la resistencia a Fusarium oxysporum f.sp caricae (Freire, 2015) (principal patdgeno fangico
gue mas dafo causa en los cultivos de babaco (Garces et al., 2001)) entre otras. No existen estudios
citogenéticos aun de esta especie que podria ayudar al entendimiento del origen del babaco y
sobretodo permitir realizar mejoramientos en este después de tener claro el parentesco evolutivo

con V. stipulata.

2.2 JUSTIFICACION

Vasconcellea stipulata Badillo denominado “papaya de montafia” 0 jigacho se distribuye
por las zonas del sur del Ecuador y en Per( se la encuentra en los departamentos del norte del pais.
No suele ser cultivada en grandes cantidades por lo que generalmente las plantas de jigacho se
encuentran como arboles individuales o en pequefias agrupaciones en las zonas agricolas de estas

tierras andinas (Foronda, 2011).

Esta especie de Vasconcellea tiene muchas caracteristicas que deben ser ampliamente
aprovechadas en el area industrial y nutritiva. En ciertos lugares, sobre todo los propios lugarefios,
consumen y comercializan el fruto como conservas, en almibar o confitados aprovechando las
excelentes caracteristicas organolépticas que posee (Cossio, 1988).También se le puede dar una

gran utilidad industrial debido a las grandes concentraciones de papaina que se pueden obtener de
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estas plantas (Kyndt et al., 2007). La papaina es una enzima de gran utilidad en la industria
farmacéutica para el desarrollo de medicamentos para tratar tumores, aterosclerosis, tratamiento de
Ulceras en el tracto digestivo, problemas de funcionamiento del higado, entre otras. Ademas, al ser

también un agente antiinflamatorio es usado para casos de infeccion y trauma (Aravin et al., 2013).

Por otro lado, V. stipulata ain no ha sido estudiada genéticamente con mayor detalle, pero
son plantas que pueden resultar ser una gran fuente de genes para aumentar la variabilidad y
productividad en otros cultivos. Esto es debido principalmente a la gran resistencia que presentan

frente a problemas sanitarios que afectan a otras especies cultivadas (Coppens, 2003).

El cultivo de jigacho adicionalmente juega un papel importante en la produccion de babaco
en Ecuador. El babaco, fruto de Vasconcellea x heilbornii, es de gran importancia comercial en el
pais y supone una fuente de ingresos econémica importante para muchos agricultores dedicados a
su cultivo. Sin embargo, al tratarse de una planta infértil su propagacion es vegetativa y clonal
mediante esquejes o injertos (Mufioz, 1987) haciendo que todo el cultivo sea méas vulnerable a

enfermedades fitosanitarias.

Una de las enfermedades mas dafiinas para el cultivo del babaco es la fusariosis, provocada
por el hongo Fusarium oxysporum (Garcés et al., 2001) y que resulta en grandes pérdidas
econdmicas para los agricultores. Una gran solucion para este problema es aumentar el cultivo del
jigacho (Vasconcella stipulata) que por ser una planta resistente al ataque de Fusarium oxysporum,

resulta en un excelente portainjertos para el babaco.

La propagacion mediante injertos consiste en unir dos partes de tejido vivo que se

desarrollan conjuntamente. El primer tejido se trata del portainjertos el cual es la base que
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desarrollara el sistema radicular y cuya principal caracteristica es presentar resistencia a
enfermedades. En segundo lugar, esta el injerto (generalmente yemas libres de enfermedades y de

las cuales se quieran propagar su cultivo) que se coloca en la base del portainjerto (Valentini, 2003).

Dentro de las caracteristicas que hacen del jigacho un excelente portainjertos para el
babaco se encuentran en su resistencia a nematodos y plagas en general, como el caso del
perjudicial fusarium y ademas no necesita condiciones de suelo muy especificas para su
crecimiento (Valencia, 2014). A pesar de dichas propiedades existe una escasez de plantas madre
de jigacho por lo que su baja disponibilidad impide cubrir todas las necesidades para la seleccion
y posterior propagacion del babaco. Por otro lado, el jigacho es dificil de propagarlo debido a que
no produce semillas viables de calidad ni cantidad. Las formas méas faciles para su propagacion
suele ser mediante brotes herbaceos o propagacién por meristemos, siendo la primera opcién la

mas factible técnica y econdmicamente (Cevallos & Ramos, 1990).

En cuanto a la historia evolutiva del babaco (Vasconcellea x heilbornii) este se cree que es
un hibrido natural entre el jigacho (Vasconcellea stipulata) y el chamburo (Vasconcellea
pubescens), pero aun no se han realizado estudios comparativos de sus cariotipos para confirmarlo
genéticamente (Rivera & Jadan, 2010). Llegar a conocer la genética de cada una de estas tres
especies permitird no solo confirmar esta hipétesis de la hibridizacién sino ademas iniciar
programas de mejoramiento con intercambio de genes para la obtencidn de especies mas resistentes

a enfermedades y de mayor produccién comercialmente (Morales & Morales, 2006).

De los pocos estudios filogenéticos y taxondmicos que se han realizado sobre las especies

de Vasconcellea han sido principalmente por el interés de realizar mejoramientos en la papaya
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comun introduciendo caracteristicas de sus parientes silvestres. Sin embargo, a pesar de poseer el
mismo numero cromosémico y un tamafio similar del cariotipo las hibridizaciones entre C. papaya

y especies del género Vasconcellea no se producen facilmente (Aradhya et al.,1999).

Muchas especies del género Vasconcellea que se han explorado en Ecuador no han sido adn
caracterizadas taxondmicamente. Una de las dificultades que se presentan es que muchas de estas
especies podrian ser hibridos naturales intraespecificos por lo que estudios sobre el genotipo y
cariotipo de estas plantas podrian clarificar esas dudas taxondmicas dentro de este género (Kyndt,
2004).Es necesario profundizar los estudios en estas especies debido al gran potencial que
presentan sus caracteristicas de resistencia a enfermedades fitosanitarias, resistencia a climas frio

0 por las caracteristicas de los frutos , de interés comercial.

Conocer la historia evolutiva del jigacho, chamburo y de su hibrido babaco no solo permitira
entender y esclarecer el origen del babaco. Sino que ademés podrian realizarse programas de
mejoramiento en donde las caracteristicas deseadas de los posibles parentales pueden introducirse
en el babaco obteniéndose mejoras en los cultivos que se transformaria en un auge la

comercializacion y produccién de babaco en el pais.

2.3 OBJETIVOS
2.3.1 Objetivo general
Determinar el cariotipo de jigacho (Vasconcellea stipulata Badillo) mediante técnicas

citogenéticas.

2.3.2 Obijetivo especifico

%+ Obtener un protocolo para la visualizacion de cromosomas metafasicos en Vasconcellea stipulata.
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+« Determinar el numero cromosémico de Vasconcellea stipulata mediante observacion por
microscopia optica.

+«+ Medir la longitud total, longitud de los brazos de los cromosomas, la proporcion de los brazos y

el indice centromérico para su organizacion y clasificacion.

2.4 MARCO TEORICO
2.4.1 Familia Caricaceae
2.4.1.1 Generalidades

La familia Caricaceae esta formada por 6 géneros y un total de 35 especies (Badillo, 2000).
Los géneros que conforman esta familia son Carica (1 especie), Jarilla (3 especies), Horovitzia (1
especie), Cylicomorpha (2 especies), Jacaratia (7 especies), y Vasconcellea (21 especies) (Badillo,

1971).

Cylicomorpha es el unico género de la familia Caricaceae que se encuentra ubicado en
bosques himedos premontanos del continente africano. Las dos especies pertenecientes a este
género son Cylicomorpha solmsii, (en el oeste de Africa) y Cylicomorpha parviflora (en el este del
continente). Ambas especies tienen la caracteristica de ser arboles de gran tamafio (Ming & Moore,

2015).

Los demas géneros se encuentran en Sur y Centroamérica. De ellos Vasconcellea es el
género mas grande de la familia que abarca 20 especies y adicionalmente un hibrido natural,
Vasconcellea x heilbornii (Badillo) Badillo “Babaco”. La distribucion de estas especies tiene una

concentracion elevada en zonas del noroeste de Sudamérica como Ecuador, Pert y Colombia.
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Jacaratia es el segundo género mas grande dentro de la familia con un total de 7 especies arbdreas

situadas principalmente en las zonas bajas de los neotropicos (Antunes & Renner, 2012).

Por altimo, Horovitzia y Jarilla son especies herbaceas de los bosques tropicales de México.
La Unica especie perteneciente al género Horovitzia es H. cnidoscoloides ubicada expresamente en
la Sierra Suarez en Mexico (Lorence & Colin, 1988). Sus arboles son de contextura delgada y
pueden alcanzar los 6 metros de altura. Los tallos son esponjosos y con una cubertura de pelos

urticantes (Antunes & Renner, 2012).

En un inicio dentro del género Carica se incluian las papayas de alta montafia
(Vasconcellea) junto con la papaya comun (Carica papaya), sin embargo, bajo evidencia
morfoldgica y genética (Aradhya et al., 1999) este genero fue dividido en dos dejando el género
Carica con tan solo una especie y el género Vasconcellea con un total de 21 especies (Badillo,
2000). Ademas, recientes estudios taxonomicos fueron los que mediante pruebas moleculares
determinaron la existencia de distancias genéticas grandes entre la papaya y las especies silvestres

del género Vasconcellea (Jobin-Décor, 1996).

Mediante estudios filogenéticas y moleculares se determiné que C. papaya tiene un clado
hermano formado por especies originarias de México y Guatemala. Tres de las especies son
herbaceas pertenecientes al género Jarilla y la Gltima se trata de la especie Horovitzia
cnidoscoloides. Este resultado desconcertd a los agricultores e investigadores , los que por afios
habian realizado sin grandes éxitos programas de mejoramiento de la papaya con especies del
género Vasconcellea (Antunes, 2015). De este modo queda claro que, a pesar de la gran similitud

morfologica entre ambos géneros, Vasconcellea no es el pariente méas cercano de Carica.
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Esta separacion de los dos géneros ha permitido analizar el género Vasconcellea
independientemente y descubrir que tiene un gran potencial productivo que incluso podria llegar a
competir en el mercado con la papaya, no solo mediante sus frutos sino también con la produccién
de latex y productos de uso médico e industrial (Ming & Moore, 2015). Dichos estudios
moleculares ademéas han demostrado que el género mas cercano al de Vasconcellea es Jacaratia
(Van Droogenbroeck , 2006) mientras que los mas cercanos a Carica son Horovitzia y Jarilla,

mencionados anteriormente (Carvalho & Renner, 2013).

2.4.1.2 Cromosomas y polimorfismos sexuales.

En C. papaya el sexo de las plantas estd determinado por cromosomas sexuales
morfolégicamente similares a los cromosomas autosémicos. Gracias a las técnicas de
secuenciacion ha sido posible determinar en la papaya comun, la existencia de una region no
recombinante asociada al sexo masculino en los cromosomas Y (Gschwend, 2012). En papaya se
encuentran tres individuos diferenciados sexualmente, plantas masculinas, femeninas y
hermafroditas. Las plantas femeninas presentan dos cromosomas X , las masculinas tienen un
cromosoma X y uno Y, y las hermafroditas (arboles machos con flores femeninas fértiles) se han
encontrado cromosomas Y con pequefias diferencias a los cromosomas de las plantas masculinas
puras, los cuales han sido denominados Yh (Liu, 2004). La region especifica de los cromosomas
masculinos puros comparten un porcentaje alto de similitud (98,8%) con los cromosomas de las
plantas hermafroditas Yh (Zhang, 2008). Este sistema de cromosomas sexuales XY se ha
encontrado en otras especies de la familia como Vasconcellea goudotiana, V. pubescens , V.
parviflora y V. pulchra sin embargo, en ninguna de ellas se han reportado cromosomas

hermafroditas (Wu & Wang, 2010).
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Este polimorfismo sexual es de importancia a la hora de la comercializacion de los frutos
ya que su cantidad y la calidad estan directamente influenciadas por el genotipo sexual de la planta.
En general son preferidas las plantas femeninas puesto que la calidad de los frutos que producen
es mayor. En el caso de C. papaya son preferidas las plantas hermafroditas por producir frutos con

una forma comercialmente deseada (Tamaki, 2011).

En estudios de V. pubescens, cultivada a mediana escala en Chile, se ha visto la presencia
de plantas dioicas, monoicas (que presentaban inflorescencias masculinas, femeninas y bisexuales).
Se encontrd que los factores que principalmente afectan a la expresion sexual de las flores de V.

pubescens son las condiciones climaticas (Salvatierra, 2015).

Figura 1.Inflorescencia de V. pubescens (chamburo)
con tres tipos de flores: bisexual, masculinas y femeninas.

Fuente: (Salvatierra, 2015)

2.4.1.3 Origen y dispersion de las especies de Caricaceae.
Diversos analisis moleculares y filogenéticos se han realizado en la familia Caricaceae entre
ellos los estudios de Aradhya et al. en 1999 con RFLPs, Olson en 2002 con ITS nucleares y

secuencias plastidicas y Kyndt et al. en 2005 con AFLPs entre otros trabajos. A pesar de los
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esfuerzos e investigaciones realizadas los estudios no abarcaban una proporcion significativa de
todos los géneros presentes en la familia, por lo que adn las relaciones evolutivas dentro de la

familia permanecian inciertas y confusas (Antunes & Renner, 2012).

Atunes F. y Renner S. en 2013 realizaron un estudio exhaustivo de la historia evolutiva de
la familia Caricaceae basandose en secuencias génicas de todos los géneros y especies. Mediante
analisis bayesianos de maxima verosimilitud (ML) se pudieron estimar las relaciones evolutivas y

filogenéticas entre las especies

0 Conice papaya Fouador
0 Janlie heercphylia Mewsy
A4 B Jarille nsa Mexico
0 Janllo checoks Mexko
0 Horovitzie enidoncoloider Mexsco

emool
:
]

c 29 B Vaouscelea pakandenss Ecusdon
C 35 B Vacorcelea curdinamarcenst: Peru
) I 051 B Vwcorelarsphreracarpu Coonbia
B Vaicoscellea govdowars Colombia
6.7 18— B Vorcorcellowammilivgus Ecunloe
— B Vascosceleamonoica Ecaador
|o v . 7, e
——— B Vascorceden cravipetal Ecusdor
67r B VacosceVeaquerciolie Belivia
- =
————— B Vawconcelen glavdadons Angerting
— ———— B Varcoseellea candicans Pera
) e B Varcorcellea stipulata Eeusdor
. Ve u, _14 E 3
B Varcoecele chilensis Chile
29 Cticomonpha solmsi Catmeroon
B Cvticomame porvifiova Tanzania
— T Mertmpa bldebrandy Madsgassr
———— B Merimga ovenifolia Nasvibis
B Merimga eifera Madagavear

53 28
Plio|

L l.l.li



11

Figura 2.Cronograma de la familia Caricaceae obtenido mediante un modelo de reloj
molecular aplicado a dos genes plastidicos (matK y rbcL).

Fuente: (Antunes & Renner, 2012)

Mediante la aplicacion de un reloj molecular se llegd a determinar que el origen de
Caricaceae esté en el continente africano. Este dato tiene Idgica teniendo en cuenta que la familia
hermana de Caricaceae, Moringaceae es una familia con 13 especies arboreas y arbustivas
distribuidas por el continente africano y parte de Asia tropical. El punto de mayor divergencia en
la familia Caricaceae es la separacion entre las especies africanas y el resto de especies del
neotropico, evento que tuvo lugar en el Mioceno tardio alrededor de 35,5 Ma atrds (Antunes &

Renner, 2012) .

Tras una reconstruccion geogréafica realizada mediante andlisis estadisticos se presume que
el antepasado de las especies neotropicales de la familia Caricaceae llegaron primero a América

Central desde donde se fueron esparciendo hasta Sudamérica hace 27 -19 Ma atras.

La formacion de los Andes tuvo lugar en dos periodos del tiempo, hace unos 23 Ma atras y
con un nuevo evento hace 12 Ma. (Hoorn & Wesselingh, 2010). Esto explica que durante este

periodo el clado Vasconcellea/Jacaratia comenzé a tener una gran diversificacion. Jacaratia se

especi0 durante climas muy secos y en una vegetacion menos densa, caracteristicas que
predominaban en el Mioceno tardio hace unos 12-7 Ma afios atrds (Pound & Haywood, 2011).
Vasconcellea por otro lado, se diversificd en los Andes nortes en latitudes entre 700 y 2600 msnm

(Scheldeman & Willemen, 2007).
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2.4.2 Género Vasconcellea
2.4.2.1 Generalidades
El género Vasconcellea es el mas grande dentro de la familia Caricaceae conformado por
21 especies de las 35 en total pertenecientes a la familia. Hace unos afios, este género era parte del
género Carica pero recientemente fue separado como un género independiente (Badillo, 2000).
Segun la clasificacién de Badillo 2001 dentro del género Vasconcellea existen 21 especies incluido
un hibrido natural (Vasconcellea x heilbornii) que a pesar de que carece de reproduccion sexual es

considerado como una especie mas.

2.4.2.2 Distribucion geogréfica

Las especies del género Vasconcellea se encuentran en las altas montafias andinas desde
Colombia hacia Perd con una mayor concentracion en el sur de Ecuador y norte de Peru. En
Ecuador con gran diferencia es el pais que mas riqueza en especies de Vasconcellea presenta. El
pais acoge 16 de las 21 especies totales, siendo Loja la provincia donde crecen 7 de especies de las
antes mencionadas (Droogenbroeck & Kyndt, 2004). En segundo lugar se encuentra Colombia y

Perl con nueve especies (Scheldeman, 2006).
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Figura 3. Densidad de las especies del género
Vasconcellea en Latinoamérica.

Nota: Las celdas mas oscuras representan las zonas de
mayor riqueza en especies (el color mas oscuro indica
12 especies en la zona).

Fuente: (Scheldeman, 2006)

En la parte noroeste de los Andes se observa una gran diversidad de especies de
Vasconcellea. En Ecuador tan solo las provincias del sur (El Oro, Loja y Zamora-Chinchipe) tienen

12 de las 21 especies existentes (Scheldeman, 2006).

Vasconcellea es un género silvestre pero el ser humano ha sabido domesticar algunas de
sus especies incluso en lugares lejanos a su punto de origen. Estas especies tienen la capacidad de
retornar a su vida silvestre en cualquier momento, poblando de manera no invasiva las zonas a sus
alrededores ya que no son consideradas especies invasoras (Scheldeman & Willemen, 2007).
Ademas, cinco de las especies de este género se encuentran en la Lista Roja de Especies

Amenazadas de la Union Internacional para la Conservacion de la Naturaleza y los Recursos
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Naturales (UICN): V. horovitziana, V. omnilingua, V. palandensis, V. pulchra y V. sprucei (UICN,
2003). Segun confesiones de los pobladores existen ain mas especies amenazadas debido a la
deforestacion y destruccidn del habitat que ain no han sido reportadas (IUCN , 2004). Estudios
mas profundos de su distribucion geografica, diversidad y adaptacion ambiental servirian en la
conservacion de estas especies, sobre todo las que mas amenazadas se encuentran (Scheldeman,

2006).

2.4.2.3 Morfologia

Las especies del género Vasconcellea son silvestres, algunas domesticadas o
semidomesticadas. Las plantas generalmente son dioicas ( 19 especies) , pero en ocasiones se
pueden encontrar individuos monoicos (V. monoica) o que presenten poligamia (V. pubescens)

(Muhoz, 1988).

En cuanto a los tallos estos suelen ser simples, no presentan grandes ramificaciones y
algunos pueden encontrarse cubiertos con estructuras espinosas en su superficie. Las hojas en la
gran mayoria de las especies tienden a concentrarse en la corona terminal de la planta y suelen ser
de gran tamafio, sin embargo, en cuanto a la forma pueden ser tanto compuestas como enteras.
Todos los érganos de la planta se caracterizan por secretar un latex de color blanco que las
caracteriza. Las flores pueden ser de varios colores (blancas, verdes, amarillas, naranjas o rosadas)
y con cinco pétalos. El fruto es una baya cuyas caracteristicas varian segun la especie a la que
pertenece (Badillo, 1993). Generalmente son de menor tamafio que los de la papaya, menos

suculentos y con un sabor caracteristico diferente (National Research Council, 1989).
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Frecuentemente se denominan “papayas de montafia” o “papayas de altura” ya que las
plantas son morfoldgicamente parecidas con la de la papaya comun (C. papaya) pero crecen a

elevadas altitudes.

2.4.2.4 Importancia economica

Existen especies como V. cauliflora, V. goudotiana y V. quercifolia que presentan
caracteristicas llamativas para ser utilizadas en mejoramientos genéticos de la papaya como que
poseen frutos con una piel mas suave, una pulpa mas firme y sobre todo resistentes a un gran

numero de enfermedades (Van Droogenbroeck et al., 2004).

Gran cantidad de las especies e hibridos de la familia Caricaceae se originan y concentran
en las zonas andinas. Estas presentan caracteristicas de gran interés econémicamente. Por un lado,
presentan un alto grado de variabilidad genética de utilidad para mejoramiento vegetal. Muchas de
las especies ademas presentan resistencia a distintos agentes fitopatdgenos como los virus y se
vuelven buenos candidatos para cruzamientos interespecificos que generen hibridos resistentes.
Otros miembros pueden aportar genes resistentes al frio de gran interés para ser utilizados en la

expansion de areas cultivadas en otro tipo de ambientes (SCCH, 2009).

Los programas de mejoramiento estan basados en hibridacion intraespecifica sin embargo,
importantes estudios se han venido llevando a cabo en donde la transferencia de los genes
resistentes a enfermedades desde las especies silvestres a la forma cultivada de la papaya en
ninguno de los casos es posible sin un proceso posterior de rescate del embrién (Magdalita &
Adkins, 1996).Por este motivo, se hace necesario conocer las distancias genéticas entre las formas
silvestres y las formas cultivadas para asi poder predecir el exito o fracaso de la hibridacion

(Santana, Freitas, Correa, da Costa, & Messias, 2014).



16

Si se llegara a explotar las especies de Vasconcellea se abriria un importante mercado
comercial en la agroindustria no solo mediante la venta de sus frutos que pueden aparecer en
distintas presentaciones (frescos, jugos, conservas, mermeladas, etc.) sino también por sus enzimas
proteoliticas (papaina) contenidas en el latex de sus troncos y que resultan Gtiles en distintas areas
desde la farmacéutica hasta la alimenticia. Ademas, podria exportarse como una gran fuente de
genes portadores de resistencia a enfermedades a paises que no poseen una variabilidad genética
tan grande en sus cultivos de papaya, Utiles en programas de mejoramiento genético (Copens,

2003).

Con programas de cruzamiento bien estudiados y planificados podrian ser aprovechadas
muchas caracteristicas de las especies de Vasconcellea. Entre ellas se encuentra la gran capacidad
proteolitica del cruce V. stipulata x V. monoica (Horovitz & Jiménez, 1967) , alto contenido de
azucar en los frutos de V. quercifolia (Drew, 1998) , resistencia al frio en V. pubescens (Horovitz

& Jiménez, 1967) vy resistencia a la sequia de V. chilensis (Warmke, 1954).

2.4.2.5 Hibridacion natural entre especies de Vasconcellea
La hibridacion natural es un importante evento en la evolucion de las pantas.
Aproximadamente entre un 30-70% de todas las especies de plantas con flores han tenido procesos

de hibridacion en su historia filogenética (Soltis & Soltis, 2009).

El nivel de la barrera de aislamiento reproductivo entre especies influye en la probabilidad
de formar un hibrido y en la integridad genética de una determinada especie (Coyne & Orr, 2004).
Estas barreras reproductivas pueden estar presentes antes del apareamiento, despues del
apareamiento (antes de que se forme el cigoto) y después de la formacion del cigoto. Para el estudio

de las consecuencias de la existencia de estas barreras es importante aplicar varias ramas cientificas
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como la morfometria , la genética de poblaciones , la citogenética y ensayos reproductivos

manuales que permitan identificar los procesos de flujo de genes intraespecificos (Wendt, 2001).

Existe una gran diversidad en el género Vasconcellea que puede ser debida a la
intercompatibilidad existente entre varias de las especies que lo constituyen (Jiménez & Horivitz,
1957). Esto da lugar a que en las zonas donde coexistan diferentes especies se dé la formacion de

hibridos con diferentes niveles de fertilidad (Badillo, 1971).

Horovitz y Jiménez (1967) y Badillo (1971) reconocieron dos hibridos naturales entre las
especies de Vasconcellea. V. x heilbornii que se trata del hibrido natural mas importante reconocido
en el género de Vasconcellea cuyos parentales se presume son Vasconcellea stipulata Badillo y
Vasconcellea pubescens Badillo. Por otro lado, se encuentra un hibrido que se da Unicamente en

ciertas ocasiones fruto de los cruces entre V. monoica y V. pubescens.

Dentro de la especie V. x heilbornii se conocen ademas algunas variedades (notomorfos)
(Badillo, 1993). La mas conocida es el cultivar “Babaco” y dos variedades chrysopetala y
fructifragrans. Esto fue confirmado recientemente por un estudio etnobotanico de Vasconcellea
spp. en el sur de Ecuador (Scheldeman, 2002). El autor observé una amplia variabilidad de los
caracteres morfologicos entre los genotipos de V. x heilbornii no descritos y report6 dificultades
para distinguir V. x heilbornii de V. stipulata (Scheldeman, 2002). Tales variaciones morfoldgicas

entre los hibridos sugieren eventos de hibridacion entre especies repetidos.

Se presume que existen algunas variedades mas que no se han sido descritas adn.
Vasconcellea x heilbornii cv chrysopetala cominmente denominada chihualcan es una variedad

del hibrido igualmente originado del cruce entre V. stipulata y V. pubescens. Como el resto de las
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especies de Vasconcellea se encuentra en la region interandina siendo la provincia de Loja en

Ecuador su lugar de origen (Yaguache, 2003).

Figura 4. Diversidad en la forma de los frutos del hibrido V. x heilbornii.

Nota: A) Frutos de diferentes variedades de V. x heilbornii, B) Fruto del cultivar V. x
heilbornii “Babaco” (Badillo) Badillo.

Fuente: (Yaguache, 2003)

2.4.2.5.1 V. x heilbornii (Badillo) Badillo

2.4.2.5.1.1 Progenitores.

Vasconcellea pubescens (6 Vasconcellea cundinamarcensis) estd ampliamente extendida
en las zonas temperadas de los Andes yendo desde Colombia y Venezuela hasta Bolivia. En una
pequefa escala es cultivado en Chile. A diferencia de la gran zona geografica colonizada por V.
pubescens, Vasconcellea stipulata tan solo se encuentra distribuido desde la parte centro sur de
Ecuador (provincias de Loja y Azuay) hasta las zonas nortes de Peru en donde crece a altitudes de
1600 a 2500 m. De este modo en las zonas donde ambas especies conviven se ha reportado que se

ha dado un proceso de hibridacion natural intraespecifico entre V. stipulata y V. pubescens (Badillo,
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1997). Ademas, Horovitz y Jiménez en 1967 observaron morfol6gicamente signos de introgresion

de V. pubescens en V. stipulata en la provincia de Loja (Ecuador).

A pesar de que V. pubescens y V. stipulata son morfolégicamente similares, Badillo (1993)
observo diferencias claras que ayudarian a diferenciar ambas especies. Generalmente V. pubescens
es reconocida por la pubescencia en flores y hojas y sus flores verdosas, mientras que V. stipulata
se caracteriza por hojas glabras maduras, espinas duras y puntiagudas en cada lado del peciolo y
sus flores de naranja (Badillo, 1971). En contraste con el V. stipulata estrictamente dioico (como
la mayoria de las otras especies en este género), se han observado formas monoicas de V. pubescens

(Badillo, 1993).

En base a caracteristicas morfologicas y a ciertos estudios genéticos observadas se presume
que los parentales de V. x heilbornii son V. stipulata y V. pubescens (Van Droogenbroeck et
al.,2004) sin embargo, en otros estudios genéticos se determina que V. x heilbornii es
genéticamente mas cercano a V. stipulata y algo més distanciado a V. weberbaueri (Kyndt et al.,
2005). Por este motivo, con toda la presente informacion, aun es incierto el origen de V. x
heilbornii. Se puede incluso hablar de un proceso de hibridacion triple entre V.stipulata, V.
weberbaueri y V. pubescens o la existencia de un progenitor materno comun para V. x heilbornii

y V.weberbaueri (Kyndt et al., 2005).

2.4.2.5.1.2 Morfologia
Badillo (1967, 2000) nombré por primera vez el supuesto hibrido entre V. stipulata y V.

pubescens como Carica x heilbornii Badillo, méas tarde como V. x heilbornii (Badillo) Badillo y lo
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describié como una planta dioica, monoica o poligama que generalmente muestra algunos grados
de partenocarpia (hasta ausencia total de semillas), algo pubescente a completamente glabra y en
su mayoria con espinas estipulares. Las flores son de color naranja, verde o amarillo verdoso y los
I6bulos del caliz se alternan con los l6bulos de la corola. Probablemente debido a que algunas
plantas seleccionadas de V. x heilbornii son propagadas vegetativamente por los agricultores

locales para la produccidn de frutos, las flores masculinas a veces son desconocidas.

El babaco es nativo de las zonas subtropicales del sur de Ecuador pero en pequefa escala
puede ser encontrado en mercados de paises como Australia, Estados Unidos, Nueva Zelanda,

Italia y Espafia (Alvarez & Cornejo, 2017)



Figura 5. Cultivo de V. x heilbornii ‘Babaco’
en Bafios de Agua Santa (Ecuador).

2.4.3 Vasconcellea stipulata Badillo

2.4.3.1 Clasificacion taxonémica

La clasificacion taxondmica del jigacho es la siguiente:
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Tabla 1.
Clasificacion taxonémica del jigacho (V. stipulata Badillo).
Vasconcellea stipulata

Reino
Subreino
Subdivision
Division
Clase
Subclase
Orden
Familia
Género
Especie

Fuente: (Rignanese, 2006)
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Plantae
Tracheobionta
Spermatophyta
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Dilleniidae
Violales
Caricaceae
Vasconcellea

stipulata

Nombres comunes: toronche, jigacho, papayo de altura, papayita aromatica, papayuela de

los andes.

Nombre cientifico: Vasconcellea stipulata Badillo (Velazquez-Marti & Castillo, 2017).

2.4.3.2 Distribucion geografica

La especie V. stipulata se distribuye desde las zonas centrales de Ecuador hasta las zonas

norte de Perd encontrandose sobre todo en los valles temperados Andinos a una altura de 2000-

2600 metros sobre el nivel del mar. El cultivo de su fruto ain no ha sido desarrollado
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comercialmente quedandose tradicionalmente como cultivo doméstico (Velazquez-Marti &

Castillo, 2017).

V. stipuiata

Figura 6. Distribucion geografica de V. stipulata en
Sudamérica (Centro y Sur de Ecuador).

Fuente: (Scheldeman & Willemen, 2007)

El desarrollo del cultivo de V. stipulata permitira el crecimiento de pequefios agricultores
dedicados a su produccion. Ademas se conseguira conservar el material genético de plantas nativas
de los Andes , asegurando su preservacion para futuros estudios filogenéticos, taxonémicos y
geneéticos con el objetivo de conocer con profundidad estas especies andinas (Morales & Morales,

2006).

2.4.3.3 Caracteristicas morfoldgicas
Las raices suelen presentar un crecimiento rapido pero son poco profundas, el tronco recto

cilindrico y de consistencia herbacea puede alcanzar los 3 metros de altura (Montenegro, 1968),
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las hojas son palmeadas con siete y a veces con cinco lI6bulos , las flores masculinas son verdes de
4 cm de largo mientras que las femeninas son sésiles de 8 cm de largo (Dodson, 1985). Los frutos
que producen son bayas alargadas con uno de sus extremos puntiagudos, tienen 5 artistas separadas
por unas hendiduras poco pronunciadas, su longitud esta entre los 8-10cm y el ancho entre 4-5 cm

(Velazquez-Marti & Castillo, 2017).

El fruto maduro es de color amarillo, de fragancia agradable y muy jugoso que puede llegar
a pesar entre 40 y 150 gramos (Fabara & Bermeo, 1985). Son sus caracteristicas organolépticas
que le hacen Ilamativo en los mercados de Europa y Norte América en donde se los puede encontrar
en ciertos puntos de venta como frutos exéticos y tropicales (Velazquez-Marti & Castillo, 2017).En
cuanto a la forma del fruto de V. stipulata existe una gran diversidad encontrandose desde frutos
totalmente redondeados y lisos hasta frutos méas alargados y con rugosidades y surcos
longitudinales (INIAP-PROMSA, 2003) Ademas es un fruto que presenta pocas semillas a
diferencia de otros frutos de la misma familia y se ha encontrado que las concentraciones de
papaina, una enzima de gran importancia industrial, son mucho mayores que C. papaya de la cual
se extrae normalmente. Todas estas caracteristicas presentadas hacen que el fruto tenga grandes

posibilidades de introducirse en el mercado mundial (Kyndt et al., 2007).
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Figura 7. Morfologia de Vasconcellea stipulata Badillo.

Nota: a) fruto, b) semilla, c) inflorescencia masculina , d) seccidn transversal de una flor
femenina en un brote floral mostrando la corola y el ovario, e) estambres superiores e inferiores,
f) hoja, h) flor femenina, gineceo o pistilo de la flor femenina, i) detalle de la conexién abxial
entre peciolo y hoja, j) corte transversal del fruto, k) vista lateral del fruto.

Fuente: (Badillo, 1993)

2.4.3.4 Factores ambientales que favorecen su crecimiento.

V. stipulata se da en las zonas templadas de los valles andinos en altitudes entre 2000 y
2600 msnm (Badillo, 1993).Se ha comprobado que los cultivos de jigacho bajo condiciones
controladas de invernadero y después de procesos de poda tienen un mayor desarrollo y
crecimiento. Las plantas que se desarrollan al aire libre tienen una gran cantidad de ramas y un

exceso de flores que a su vez reduce el nimero de flores viables (Velazquez-Marti & Castillo,

2017).
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2.4.4 Citogenética
2.4.4.1 Origen
La ciencia de la genética tuvo su origen en 1865 con Gregor Mendel cuando publico los
principios de segregacion y su clasificacion basada en siete rasgos fenotipicos y experimentos de
hibridizacion artificial controlada con las semillas de guisantes (Pisum sativum L.). Mas tarde en
1903 Sutton y Boveri descubrieron que los factores hereditarios (genes) se localizaban en unidades

denominadas cromosomas dando inicio asi a la citogenética (Singh, 2003).

2.4.4.2 Definicion

La citogenética es una ciencia que combina la citologia, que se dedica al estudio de los
cromosomas y de los componentes celulares y la genética, el estudio de la herencia. Algunos
aspectos estudiados por esta ciencia son la funcion y movimiento de los cromosomas (division
celular), cantidad y estructura cromosémica (cariotipo) y las posibles modificaciones que los

cromosomas puedan sufrir (Singh, 2002).

2.4.4.3 Importancia

Los primeros estudios del cariotipo por los afios 20 se realizaban mediante cortes en el
microtomo de los tejidos a estudiar que dificilmente proporcionaban suficiente informacién de los
parametros cariotipicos. En los inicios de la década de los 40 se desarroll6 la técnica “squash” o de
aplastamiento que mediante el uso de ciertos reactivos fue posible el estudio mas detallado de las

caracteristicas de los cromosomas dando un gran salto en la citogenética (Fedack & Kim, 2008).

Los estudios citogenéticos han permitido entender muchos aspectos genéticos,
filogenéticos, taxondmicos, bioldgicos, reproductivos y evolutivos. Desde el comienzo del estudio

de los cromosomas, el conocimiento sobre citogenética se ha ido expandiendo hasta el punto de
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poder analizar todo el genoma mediante la manipulacion de los cromosomas (Shahryar & Penny,
2016).

Estudiar los cromosomas es de utilidad para poder detectar el nacimiento de subespecies
hibridas y conocer su impacto en la evolucion de las especies. Estos estudios del cariotipo son una
gran herramienta para el conocimiento de relaciones genéticas entre especies (Singh, 2002).
Permiten determinar el numero cromosémico de las especies para poder inferir relaciones
filogenéticas entre diferentes poblaciones vegetales.

Dentro de las caracteristicas cromosémicas que mayor informacion aportan para el estudio
de procesos evolutivos es la posicion del centromero, nimero cromosémico, tipo de cromosoma,
la posicion de NORs (zonas organizadoras del nucléolo), tamafio de los cromosomas (absoluto y
relativo), cantidad y distribucion de la heterocromatina, composicion del ADN y contenido total
de ADN (Poggio et al.,2008).

Conocer las caracteristicas basicas de los cromosomas ademéas puede resultar de gran
utilidad para la construccién de mapas genéticos ,estudios de especiacion y evolucién de las
especies asi como tener una guia para saber hacia donde dirigir los programas de mejoramiento de
plantas (Peruzzi & Halil, 2012). Esto es debido a que en dichos programas de mejoramiento
genético factores como diferencias en los niveles de ploidia entre los progenitores podrian originar

descendencia estéril o genéticamente inestables (Poehlman & Allen, 2003).

Las técnicas citogenéticas consisten en la aplicacion de protocolos para la determinacion
del nimero, morfologia y comportamiento de los cromosomas en los procesos de division celular
como la mitosis y la meiosis. En el estudio de plantas el material de partida mas utilizado son los

apices radiculares o bien los botones florales (anteras). Generalmente estos procedimientos constan
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de cuatro etapas basicas: pretratamiento, fijacion digestion enzimatica , tincion y el aplastamiento

0 squash del tejido vegetal (Ronddn & Rache, 2012).

La citotaxonomia es una rama derivada de la citogenética utilizada para estudios
comparativos de parametros cariotipicos con el fin de realizar estudios sistematicos y evolutivos
(Siljak-Yakovlev & Peruzzi, 2012). Se puede obtener un gran numero de informacion a partir del
estudio cromosémico, un parametro de importancia es la asimetria del cariotipo (Peruzzi & Halil,

2012).

El primero en proponer el término de asimetria fue Levitsky (1931). Se queria determinar
un parametro que permitiera determinar la variabilidad de las posiciones de los centromeros
(asimetria intracromosdmica) y determinar en qué grado varian los cromosomas segun sus

tamafios (asimetria intercromosémica).

Un cariotipo simétrico es aquel en el que predominan los cromosomas metacéntricos (m) y
submetacéntricos (sm) y todos ellos tienen un tamafio similar. Por el contrario un cariotipo
asimétrico se caracteriza por presentar posiciones muy variadas de los centromeros , habiendo
desde cromosomas metacéntricos /submetacéntricos hasta cromosomas telocéntricos y ademas los

tamafios de los cromosomas son muy heterogéneos entre ellos (Paszko, 2006).

Existen muchos pardmetros que permiten comparar la asimetria entre cariotipos. La
clasificacion de Stebbins (1971) es uno de los métodos cualitativos mas usados para determinar los
parametros de simetria de un cariotipo y utilizado ademas para establecer relaciones cariotipicas

entre diferentes especies (Paszko, 2006).
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Cuadro 1.

Niveles de asimetria en el cariotipo segun Stebbins (1971).

Ratio Proportion of chromosomes with arm ratio <2:1

Largest/smallest 1.00 (1) 0.99-0.51 (2) 0.50-0.01 (3) 0.00 (4)
<21 (A) 1A 2A 3A 4A
2:1-4:1 (B) 1B 2B 3B 4B
>4:1 (C) 1C 2C 3C 4C

Se distinguen asi doce tipos de cariotipos segun su simetria. Para ello se toma en cuenta 3
niveles (A-C) segun la relaciéon de tamafio entre el cromosoma maés grande y el mas pequefio y
cuatro niveles (1-4) segun la proporcién de cromosomas metacéntricos con una relacion de brazos

<2:1.

Entre los indices de asimetria que se han utilizado para el analisis de cariotipos se encuentra
el porcentaje total de forma (TF%) descrito por Huziwara en 1962 con el objetivo de analizar el
género Aster. Frecuentemente es utilizado para determinar la simetria del cariotipo y analizar las

relaciones cariotipicas entre especies de un género (Paszko, 2006).

El indice de dispersion (ID), es un parametro cromosomico desarrollado por Lavania y
Srivastaba en 1992 que relaciona el gradiente centromerico (CG) con el coeficiente de variacion
(CV). Watanabe et al. en 1999 desarrollaron la indice asimetria cariotipico (A). Arano en 1963
introdujo el indice de simetria cariotipica (As K%). Este indice ha sido Util para determinar las

relaciones filogenéticas entre los géneros Pertya y Ainsliaea y ademas para analizar la evolucion
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cromosomica entre especies de la familia Umbelliferae (Arano & Saito, 1980) asi como también

especies de Hypochaeris (Weiss-Schneeweiss & Stuessy, 2003).

Existen muchos mas indices de asimetria desarrollados por otros autores que de igual
manera permiten la comparacion entre cariotipos segin el grado de asimetria que presenten

(Peruzzi & Halil, 2012).

Un ideograma consiste en una manera grafica de presentar la longitud de los cromosomas,
el indice centromérico y la relacion de brazos brindando asi una primera informacion general acerca
de la estructura del cariotipo. Generalmente para obtener el ideograma son necesarias varias
mediciones de cromosomas metafisicos de los cuales se obtienen resultados promedios (llya,

2017).

2.4.5 Softwares Utiles para la caracterizacién cromosémica.

Muchos son los software utilizados por citogenetistas que facilitan su trabajo en la
caracterizacion de los cromosomas en estudio (Reeves, 2001). Entre las primeras aplicaciones
informaticas que aparecieron para los analisis de cariotipo se presentaban algunas limitaciones
como la dificultad para utilizar el software o para incluso instalarlo. En los Gltimos afios varios

programas informaticos han sido desarrollados para facilitar los estudios citogenéticos.

2.45.1 MicroMeasure Version 3.3
Fue desarrollado para la comunidad cientifica por el Departamento de Biologia de La
universidad Estatal de Colorado sin ningln tipo de costo. Se trata de un software disefiado para

obtener datos de estudios citogenéticos a partir de imagenes digitales. Es un programa facil de
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manejar, libre para su instalacion y con un gran nimero de pardmetros o analisis para obtener

informacion completa de la investigacion que se esté realizando (Reeves, 2001).

2.4.5.2 Karyotype Analysis 2.0

Es un programa disefiado para el analisis de cromosomas en plantas, pero puede ser
utilizado también en el estudio de cromosomas de otros organismos. La funcion principal de este
software es permitir mediciones eficientes de los cromosomas, el analisis del cariotipo incluyendo
datos como el numero cromosomico, tamafios, relacion de brazos, indice centromérico longitudes
relativas y la formula cariotipica. Ademas, Karyotype permite el analisis de un gran numero de
parametros o indices de asimetria. Es un programa de uso libre que puede ser encontrado en la

pagina oficial de la universidad de Sichuan (Altinordu & Peruzzi, 2016).

2.45.3 DRAWID v0.26

Se trata de un software de uso libre que se utiliza para realizar analisis de cariotipo y la
construccién de ideogramas. Se utilizan archivos de imagenes o tablas en Excel previamente
generadas por DRAWID como archivos de entrada y los resultados de las mediciones son
devueltos en tablas Excel (indice centromérico, relacion de brazos, longitud relativa, longitud
absoluta de los cromosomas y de los brazos de los cromosomas) y la imagen de un ideograma (llya,

2017).

2.5 HIPOTESIS
El cariotipo de V. stipulata presenta un ndmero cromosomico 2n=18 donde todos los

cromosomas son metacéntricos cuyos tamafios se encuentra en el rango entre 1-4 micras.
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

3.1 PARTICIPANTES
El presente trabajo de investigacion fue desarrollado por Lissette Marianela Marifio
Robalino, con la colaboracion de Maria Claudia Segovia PhD, como directora del proyecto y con

Monica Jadan PhD como asesora cientifica.

3.2 FASE DE CAMPO-OBTENCION DEL MATERIAL VEGETAL
Las plantas de jigacho (V. stipulata) utilizadas fueron obtenidas del vivero localizado en las
coordenadas 1°18°10.06” Sy 78°31°08.68°” a una altura de 2081 msnm, ubicado en el canton Patate

de la Provincia de Tungurahua (Ecuador).

Figura 8. Vivero de Patate (Tungurahua,
Ecuador) de donde se adquirieron las plantas
de jigacho (V. stipulata) para el desarrollo de

la presente investigacion.
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3.3 FASE PRELIMINAR

3.3.1 Instalacion del material vegetal en condiciones de invernadero.

Un total de 25 plantas de jigacho de hasta aproximadamente unos 50 cm de altura (de 2 a 4
meses de edad) fueron trasplantadas en fundas de plastico negras de 2 litros de capacidad. Cada
funda fue numerada con la finalidad de llevar un registro del muestreo de cada planta. El sustrato
utilizado fue una mezcla de humus, tierra negra y cascarilla de arroz en iguales proporciones. El

objetivo de este proceso fue proporcionarles un sustrato que aumente el desarrollo de las raices.

Figura 9. Plantas de jigacho mantenidas bajo condiciones de invernadero
con su respectivo etiquetado para su registro y monitoreo.
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Con el mismo objetivo cada 3 semanas las plantas fueron regadas con soluciones enraizantes

para estimular la formacion de meristemos radiculares jovenes.

Figura 10. Estimulacion del enraizamiento.

Nota: A) Enraizantes utilizados en soluciones para el riego de las plantas de
jigacho, B) Planta de jigacho con un gran volumen radicular después de la
aplicacion de los enraizantes.

Las plantas que mejor reaccionaron a los procesos de enraizamiento fueron utilizadas para

los analisis citogenéticos, tomando los meristemos radiculares mas jévenes (de tonalidad

blanquecina con los apices amarillentos oscuros).

3.3.2  Muestreo en el invernadero

3.3.2.1 Instrumental

Previo a la toma de las muestras se prepar6 todo el material necesario para ello.
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Material necesario para proceder a la toma de muestras (meristemos radiculares a partir de

plantas jovenes aclimatadas en invernadero).

Insumos

Reactivos

Cooler

Vaso de precipitacion de 100 ml
Pinzas de punta fina

Papel filtro

Par de guantes

Bloques refrigerantes

Vidrio de reloj

e Hidroxiquinoleina 2mM
e Agua destilada
e Colchicina 0.1 %

Figura 11. Material preparado para el muestreo en el
invernadero de los meristemos radiculares de jigacho
(bloques de hielo, cooler, agua destilada, guantes, pinzas,
bisturi, vidrio reloj, frasco vacio, papel toalla).

La 8-hidroxiquinoleina y colchicina, utilizadas para el pretratamiento de las raices, se

transportaron en tubos eppendorf de 1.5 mL previamente etiquetados, tantos cuantos fueron

necesarios segun el muestreo realizado. Aproximadamente en cada tubo se introdujeron 8
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meristemos (0 menos) con el fin de que la solucion se distribuya equitativamente entre los

meristemos y tenga el efecto deseado.

Los bloques refrigerantes fueron de importancia para conservar las soluciones de 8-
hidroxiquinoleina y colchicina a una temperatura adecuada. Ademas, estos pretratamientos al ser

soluciones fotosensibles tuvieron que ser expuestas a la luz el menor tiempo posible.

3.3.2.2 Procedimiento

Una vez en el invernadero para proceder con el muestreo se escogié la planta numerada que
mas tiempo haya llevado sin ser muestreada. Con cuidado se suavizd la tierra de la funda donde se
encontraba e igualmente con delicadeza se extrajo la planta tratando de arrancar la menor cantidad

de raices (proceso que lastima a la planta).

Las raices tomadas no debian presentar dafios en su estructura. Las elegidas para el muestreo
fueron aquellas raices jovenes (totalmente blancas y flexibles) de aproximadamente 1 mm de
grosor, con un apice libre de laceraciones y de color amarillento. Los cortes se realizaron con la
ayuda de unas pinzas de punta fina dejando las raices con una longitud final de unos 2 cm

aproximadamente.



37

Figura 12. Raices tomadas para los andlisis citogenéticos. A) Raices
cortadas de la planta con la ayuda de unas pinzas de punta fina. B) Raiz
con caracteristicas optimas para los analisis posteriores (observada bajo

un estereoscopio).

Las raices cortadas se pasaron al vaso de precipitacion donde se lavaron con agua destilada
hasta que toda la tierra se desprendié de su superficie. Una vez limpias, con la ayuda de unas pinzas
se secaron sobre papel toalla para retirar el exceso de agua que pudo haber quedado (para evitar
diluir la solucion del pretratamiento). Finalmente se introdujeron los meristemos en los tubos con

8-hidroxiquinoleina 2mM o colchicina 0.1% y fueron transportados inmediatamente al laboratorio.

3.4 FASE DE LABORATORIO
Esta fase del trabajo de investigacion se desarrolld en el Laboratorio de Cultivo de
Tejidos Vegetales del departamento de Ciencias de la Vida y la Agricultura en la Universidad de

las Fuerzas Armadas-ESPE, en Sangolqui ubicado en la direccién Av. General Rumifiahui, de la
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provincia de Pichincha (Ecuador) y con las coordenadas: latitud 0°18°53, 891°” (Sur), longitud

78°26°46,562 (Oeste), altura elipsoidal 2 518,640 m.

3.4.1 FASE I: Estandarizacion de un protocolo para la observacion de células radiculares
metafésicas.

Bajo revision bibliogréafica se seleccionan los posibles mejores reactivos quimicos para cada
una de las fases del tratamiento de los meristemos con el objetivo de determinar la mejor
combinacion de dichas sustancias quimicas que en conjunto permitan finalmente visualizar
cromosomas metafasicos con una buena resolucion y adecuadamente tefiidos. Se obtuvieron doce

tratamientos a evaluar, los cuales se muestran a continuacion:

Tabla 3.
Tratamientos a evaluar para la obtencidn del mejor protocolo que permita la visualizacion de
celulas metafisicas de buena calidad a partir de meristemos radiculares de jigacho (V. stipulata).

Pretratamiento 8HQ C
Fijacion EA EP EA EP
Tincién AC AO LPO AC AO LPO AC AO LPO AC AO LPO

# Tratamiento 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
8HQ:8-hidroxiquinoleina, C: colchicina, EA: etanol: 4cido acético, EP: etanol: acido propidnico, AC: aceto -carmin,

AO: aceto- orceina y LPO: lacto-propiono-orceina.

3.4.1.1 Pretratamiento

Se usaron dos reactivos quimicos en la primera etapa del tratamiento de los meristemos; 8-
hidroxiquinoleina 2 mM y colchicina 0.1%. Ambos son Utiles para detener la division celular. Se
dejaron los tubos por 4 horas a 4°C para el caso de la 8-hidroxiquinoleina y 3 horas a 4°C para el

caso de la colchicina 0.1%.
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Tabla 4.
Preparacion de soluciones para el pretratamiento de los meristemos radiculares.

Hidroxiquinoleina 2 mM Colchicina 0.1%
Anadir 0.5 g de 8- Afadir 0.1 g de colchicina por 100 mL de
hidroxiquinoleina por cada litro de agua agua destilada
destilada.

En ambas soluciones los reactivos tienen que estar bien diluidos antes de guardarlos
en refrigeracion.

3.4.1.2 Fijacion
Se realizaron 3 lavados de los meristemos con agua destilada después del pretratamiento.
Las raices luego de secarlas con papel filtro se pasan a los tubos llenos de fijador: etanol: &cido

acético (3:1) 6 etanol: &cido propidnico (3:1) y se dejaron en refrigeracién (4° C) por 24 h.

3.4.1.3 Tratamiento enzimatico

Las raices después del tratamiento de fijacion fueron bien lavadas con agua destilada (3
lavados intensos) y se alli se dejaron reposar unos minutos en (con el objetivo de que las células se
hinchen). La solucion enzimatica utilizada fue una mezcla en iguales cantidad de pectinasa 20% y
celulasa al 2% en buffer citrato. Los meristemos son secados en papel filtro y pasados a tubos
eppendorf con la mezcla enzimatica. Se verifico que los apices estuvieran en contacto con la

solucion enzimatica. Dos horas se dejaron las muestras en incubacion a 37°C.
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Tabla 5.
Preparacion de la solucién enzimatica.

Solucidon enzimatica

Pectinasa 20%
Celulasa 2%
Buffer 75mM KCI (pH=7)
7.5mM EDTA

Mezclar todos los reactivos y homogenizar bien antes de almacenar la solucion
enzimatica dispensada en tubos de 1mL.

3.4.1.4 Tincién
Los meristemos (aproximadamente 5 por cada tubo) se depositaron en un tubo eppendorf
(con unos 300 ul de tinte) con la respectiva solucion de tincion: aceto-orceina, aceto-carmin y lacto-

propiono-orceina, por 24 horas (no es necesario refrigeracion).

Tabla 6.
Preparacion de los diferentes tintes para la coloracion de los cromosomas.

Soluciones de tincién
Aceto-carmin 1 g carmin
45 ml &cido acetico
55 ml agua destilada
Aceto-orceina 1 g orceina
45 ml &cido acetico
55 ml agua destilada
Lacto-propiono-orceina 2 g de orceina
50 mL acido lactico
50 ml de acido propiodnico
Todas las soluciones deben agitarse hasta que no existan grumos .Es necesario
filtrar las solucién y almacenarlas en frascos ambar en refrigeracion
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3.4.15 Squash
Previamente se prepararon placas portaobjetos limpias sobre las cuales se colocaron con
cuidado uno de los meristemos tefiidos. Se procedid a cortar Gnicamente el &pice (de unos 2 mm a
aproximadamente). Se deposité encima un cubreobjetos y con la ayuda del borrador de un lapiz o
el dedo se presiond bien el cubreobjetos para expandir en lo posible el tejido vegetal. Se tuvo

cuidado de no romper el cubreobjetos.

oS

1

Figura 13. Preparacion del squash con los meristemos ya tefiidos.

Nota: A) Corte del apice del resto de la raiz, B) aplastamiento del tejido meristematico
con la ayuda de un borrador de un lapiz.

3.4.1.6 Observacion

Se utiliz6 un microscopio 6ptico Olympus CX21 ® con el maximo aumento de 1000X. La
observacion de la placa se realizd de forma ordenada y metodoldgica para evitar visualizar y
contabilizar las mismas células. En primer lugar, con el objetivo de 4X se observo la distribucién
general de las células en la placa. A 10x se pudo observar si las células se esparcieron
adecuadamente. Con el objetivo de 40X se determiné si las células se encontraban en mitosis.

Finalmente, con el objetivo de 100X se observaron los cromosomas. Se establecié una guia
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preliminar para facilitar la identificacion y apreciacion de las distintas fases de mitosis para no

obtener resultados erroneos.

3.4.1.7 Evaluacién
Un total de 20 células metafasicas fueron analizadas en cada uno de los tratamientos. Dos

variables fueron evaluadas en cada caso:

e Resolucion: permitio evaluar la nitidez y los detalles observados en los cromosomas. Se
asignaron valores de 1 a 5 para cuantificar el grado de resolucién en los cromosomas
metafasicos.

e Tincion: permitié evaluar la tincién de los cromosomas para poder distinguirlos del resto del
citoplasma celular. Se estableci6 una escala de valores del 1 al 5 para cuantificar el grado de

tincion de los cromosomas metafasicos.

Tabla 7.
Parametros para la evaluacion cuantitativa y cualitativa de la variable resolucién y de la variable tincion
analizadas.

Resolucion Tincién
Valor Valoracion Imagen Valor Valoracién Imagen
1 Muy baja 1 Muy baja
2 Baja 2 Baja

~ CONTINUA
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3 Regular 3 Regular
4 Buena 4 Buena
5 Excelente 5 Excelente

3.4.1.8 Anadlisis estadistico

Después de la toma de datos la normalidad de los resultados de cada una de las variables
estudiadas (resolucion vy tincion) fue evaluada bajo una prueba inferencial. De cumplirse con la
normalidad los tratamientos serian comparados con una prueba ANOVA y una prueba Tukey para
comparacion de medias, caso contrario se pensé aplicar las pruebas no paramétricas de Kruskall-
Wallis con una prueba de Dunn para comparacién de medias. Los analisis estadisticos se realizaron

con el software R-Studio.

3.4.2 FASE II: Calculos del indice mitético y de la hora de mayor indice mitético.

Para determinar la hora de mayor indice mitético se realizaron estudios en distintas horas
del dia comenzando a las 6 de la mafiana hasta las 6 de la tarde con intervalos de media hora. En
cada una de las horas se muestrearon meristemos radiculares (entre 5y 10) y se les aplicé el

protocolo previamente encontrado.

En cada uno de los tiempos evaluados se contabilizaron un minimo de 1500 células (que

estén en buen estado) bajo un microscopio 6ptico con una magnificacion final de 1000X. Para
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facilitar el conteo se utilizd un contador manual. Ademas, se fueron registrando las células

observadas en cada una de las fases de la mitosis celular: profase, metafase, anafase y telofase.

Los célculos se realizaron con las siguientes formulas parciales (observaciones por cada

hora):

F(%) N° células en cada fase 100
= ES
0 N° total de células

Donde IF (%): indice de fases

IM(%) = IFp + IFm + IFa + IFt
Donde IM: indice mit6tico, p: profase, m: metafase, a: anafase y t: telofase

3.4.3 FASE Ill: Caracterizacion cromosdmica

3.4.3.1 Parametros para la caracterizacion del cariotipo

Para determinar los distintos parametros que permitieron caracterizar el cariotipo se
obtuvieron un total de 35 fotografias de células con cromosomas metafésicos perfectamente
dispersos que facilitaron las mediciones. Las imagenes fueron capturadas con la camara de un
celular iPhone 7 Plus con camara de 12 MP y aumento digital de 3x en un microscopio Olympus
BX41® con ocular de 16X y objetivo méximo de 100X. La magnificacion final de las imagenes

fue de 4600X.

En este proceso se utilizaron tres softwares: MicroMeasure 3.0, Karyotype Analysis 2.0 y

DRAWIDVO0.26.
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Las 35 células metafasicas fueron en primer lugar analizadas con el software MicroMeasure

al ser el programa de mas facil manejo y se pudieron obtener mediciones tales como la longitud
total de cada cromosoma, longitud del brazo largo, longitud del brazo corto, relacion de brazos,
indice centromérico, porcentaje relativo de la longitud de cada cromosoma y la longitud total del

set cromosémico.

8 MicroMeasure

File Image Set Chromeosome Points Help

L] Data

Lenaths | Eu- and Heterochromatin

Chiomosome and arm lengths

Total length of each
I chramasams I~ Am Ratio [Long/Short)

Centromere index

[~ Length of long am O [Shart/[Long+5 hart]]
[

when applicable] .
pies) I~ Peicent of entire set

[al3 I
[ e |

- \[_ength of short arm r Length of entire

when applicable] chromosome set Cancel

Shows a description for each listed data element as the cursor is moved.

Figura 14. Ventana de trabajo de MicroMeasure 3.0 donde se
sefialan las mediciones que el software puede proporcionar
tras haber realizado las mediciones de los cromosomas
metafisicos (por placa).

Sin embargo, Karyotype Analysis 2.0 fue un software que proporcioné mayor cantidad de
informacidn del cariotipo. Por lo que fue utilizado para obtener otros parametros de importancia

ademas de los ya obtenidos con MicroMeasure (Utiles para comparacion de datos).
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Figura 15. Ventana de trabajo de Karyotype Analysis 2.0 donde
se sefialan las resultados y datos que el software puede
proporcionar tras haber realizado las mediciones de los

cromosomas metafisicos (por placa).

Los resultados de las mediciones con Karyotype Analysis proporcionaron los siguientes

datos:

e Grado de asimetria del cariotipo(Stebbins,1971).

e Formula cariotipica.

Para la determinacién de la morfologia y el tipo de cromosomas se utilizd la clasificacién

propuesta por Levan et al. (1964).
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Cuadro 2.
Clasificacion de los cromosomas segun Levan et al. (1964).

Posicién bl'bc IC Clasificacion
Punto medio 1.0 50 Metacentrico (M)
Region media 1.0-1.7 47.5-37.5 metacentrico(m)
Region submedia 1.7-3.0 37.5-25 submetacéntrico(sm)
Region subterminal 3.0-7.0 25-125 subtelocentrico(st)
Region terminal 7.0-c0 12.5-25 telo o acrocéntrico(t)
Punto terminal oo 0 Telocéntrico(T)

Nota: bl: brazo largo, bc: brazo corto, IC: indice centromérico

e Longitud brazo largo de cada cromosoma, g, pum.

e Longitud brazo corto de cada cromosoma, p, pm.

e Suma de brazo largo y brazo corto de cada cromosoma, pm.

e Diferencia de longitud de brazo largo y brazo corto de cada cromosoma, g-p, pm.

¢ Relacion longitud del brazo largo con la longitud del brazo corto, r, pm.

e Longitud brazo largo del par homologo, p, pum.

e Longitud brazo corto del par homologo, g, pm.

e Suma de brazo largo y brazo corto del par homologo, g+p, pum.

e Diferencia de longitud de brazo largo y brazo corto de cada par homologo, pm.

e Relacion en porcentaje de la longitud del brazo corto con la longitud total de cada par
homologo, pum.

e Indices de asimetria, calculados con las siguientes formulas:
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Y:longitud de los brazos cortos de todos los cromosomas del set +100

v 0 =
TE% Longitud total de los cromosomas del set
CGxCV
v ID =
100
Longitud media de los brazos cortos 100
= *
Longitud media de los cromosomas
Sci
CV = —=£ % 100
XcL

Donde : S¢;,= desviacion estandar de la longitud cromosémica

Xc.=media de la longitud cromosémica

Y. longitud de los brazos largos de todos los cromosomas del set «100

v’ As K¢
% = Longitud total de los cromosomas del set
Y:longitud de los brazos largos de todos los cromosomas del set
v AsK% = 2208 . + 100
Longitud total de los cromosomas del set
Pi—
Zn
v A= = 115’1"'(11

n
Donde:
pi=longitud del brazo largo del cromosoma i
gi= longitud del brazo corto del cromosoma i

n=ndmero cromosomico haploide

3.4.3.2 Obtencion del cariotipo
Para la obtencidn del cariotipo de jigacho (V. stipulata) se utilizo la mejor célula metafasica

encontrada, es decir, donde los cromosomas se encontraron bien tefiidos, dispersos y en un solo
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plano. La imagen fue editada con Adobe Photoshop CC 2019 donde se recortaron los cromosomas
para finalmente agruparlos de mayor a menor tamafio. Los cetromeros de los cromosomas se
alinearon a la misma altura dejando los brazos mas cortos hacia arriba. Cada cromosoma fue

numerado secuencialmente y se le otorg6 una letra de acuerdo con su morfologia.

3.4.3.3 Obtencion del ideograma
El ideograma fue obtenido mediante el software DRAWID v 0.26 en el cual de nuevo las
35 ceélulas metafasicas fueron medidas para obtener un ideograma promedio de todas las

mediciones.

Cada cromosoma fue representado como una barra en el que se dibujé la posicién de su

centromero indicando ademas la desviacién estandar de este y de la longitud de los brazos.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

41 ESTANDARIZACION DE UN PROTOCOLO PARA LA OBSERVACION DE
CELULAS RADICULARES METAFASICAS.
Para la determinacion del mejor protocolo destinado a la observacion de cromosomas
metafasicos en células del tejido meristematico de apices de raices de jigacho, se evaluaron dos

variables cualitativas: resolucion y tincion de los cromosomas.

Con el objetivo de abreviar los nombres de los reactivos usados en cada uno de los
tratamientos se impusieron las siguientes abreviaciones: 8HQ: 8-hidroxiquinoleina 0.002M y C:
colchicina 0.1% como reactivos para el pretratamiento, EA: etanol-acido acético (3:1), EP: etanol-
acido propionico (3:1) como fijadores, AC: aceto-carmin, AQO: aceto-orceina y LPO- lacto-
propiono-orceina como tintes. En las tablas 8 y 9 se presenta los valores obtenidos para la variable
resolucion y tincidn respectivamente tras el conteo de 20 células metafasicas en cada uno de los

doce tratamientos estudiados.

Tabla 8.
Valores de los niveles de resolucion observados en los cromosomas metafasicos de 20 células en
los doce tratamientos propuestos (1=muy baja, 2=baja,3=regular, 4= buena y 5= excelente).

Tratamiento 8HQ C
EA EP EA EP
AC AO LPO AC AO LPO AC AO LPO AC AO LPO
N° 1 1 2 4 1 1 4 1 3 1 1 2 5
Células 2 2 3 4 1 2 5 1 3 4 2 3 4
3 2 3 5 1 3 5 1 2 1 3 3 4
4 1 3 5 1 4 4 2 3 2 3 2 5
5 2 3 5 1 2 5 2 3 3 1 3 4
6 3 3 5 1 2 5 3 2 4 2 3 5
7 4 3 4 2 3 4 2 1 3 2 4 4
8 1 3 5 2 2 5 3 3 3 3 4 5
9 1 4 4 2 3 5 3 4 4 1 3 4
10 1 3 5 3 3 5 2 2 2 4 3 4

CONTINUA
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13
14
15
16
17
18
19
20

Nota: 8HQ:8-hidroxiquinoleina, C: colchicina, EA: etanol: &cido acético, EP: etanol: &ci
propiodnico, AC: aceto -carmin, AO: aceto- orceina y LPO: lacto-propiono-orceina.

Tabla 9.
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Valores de los niveles de tincion observados en los cromosomas metafasicos de 20 células en los
doce tratamientos propuestos (1=muy baja ,2= baja, 3=regular ,4=buena 5= excelente).
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En primer lugar, se evalu6 si para las dos variables los datos obtenidos seguian una
distribucion normal mediante la prueba estadistica Shapiro-Wilk. De todos los datos obtenidos en
cada uno de los tratamientos se observo que ninguno seguia una distribucion normal. A modo de
resumen del analisis de normalidad, a continuacion, solo se presentan los resultados del primer

tratamiento (8QH-EA-AC) para cada una de las variables:

e Normalidad en la variable resolucion:

8 10 12

> shapiro.test(T1)3p.value
[1] 1.351145e-05

Theoretical Quantiles

Figura 16. Andlisis estadistico de la normalidad
de la variable resolucién.

Nota: A) grafico de densidad, B) histograma, C)
grafico Q-Q normal, D) Valor-p de la prueba de
normalidad con Shapiro-Wilk.

Tanto el gréfico de densidad como el histograma tienden hacia la izquierda, diferente a los

gréaficos centrados cuando existe normalidad, el grafico Q-Q normal no sigue una linea recta y el
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valor-p obtenido con el test Shapiro-Wilk es menor de 0.5 por lo que se rechaza la hipétesis nula

en la que se asumia distribucion normal para los datos de la variable resolucién.

e Normalidad en la variable Tincion:

] Bl
=z N ? o
g . ]
a 4 g
(=} ‘.\\
o .
0 1 2 4 1 2
N=20 Bandwidh = 03689 1
o] o]
T
$
2 o
R
o .
L) s 5606000 > shapiro.test(TT1)$p.value
g " [1] 0.01575492
0
o
N T T T T
2 1 0 1 2
Theoretical Quantiles

Figura 17. Analisis estadistico de la normalidad de
la variable tincion.

Nota: A) grafico de densidad, D) histograma, C)
grafico Q-Q normal, D) Valor-p de la prueba de
normalidad Shapiro-Wilks

Tanto el grafico de densidad como el histograma tienen un acercamiento a estar centrados,
el grafico Q-Q normal no sigue una linea recta y el valor-p obtenido con el test Shapiro-Wilk es
menor de 0.5 por lo que igualmente se rechaza la hipétesis nula en la que se asumia distribucion

normal para los datos de la variable tincion.

Debido a la falta de normalidad en los datos para determinar si los tratamientos son

diferentes significativamente en cada una de las variables se aplico una prueba no paramétrica
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similar al analisis ANOVA denominada Kruskall-Wallis. Una de las condiciones para aplicar esta
prueba no paramétrica es que exista homogeneidad en las varianzas de los tratamientos. Para
comprobar si se cumple este requisito se aplico la prueba de Barlett (cuya hipotesis nula es

varianzas iguales en los tratamientos).

Los resultados obtenidos con R-Studio confirmaron que se cumplia con la homogeneidad

de las varianzas para los datos de ambas variables (con valores-p mayores a 0.05)

Cuadro 3.
Resultados de la prueba de Barlett (para la variable resolucion.
> bartlett.test(Resolucion~Tratamiento, data = data) A
Bartlett test of homogeneity of variances

data: Resolucion by Tratamiento
Bartlett's K-squared = 22.399, df = 11, p-value = 0.06146

> bartlett. test(Tincion~Tratamiento, data = data2) B
Bartlett test of homogeneity of variances

data: Tincion by Tratamiento
Bartlett's K-squared = 17.331, df = 11, p-value = 0.09846

Nota: (A) y la variable tincion (B), obtenidos con RStudio.

Aplicando la prueba de Kruskall Wallis en los datos de cada una de las variables se obtiene
un valor-p menor de 0.05 por lo que la hip6tesis nula que propone que los tratamientos son iguales

queda rechazada.



Cuadro 4.

Resultados de la prueba de Kruskall-Wallis (para la variable resolucion).

> kruskal.test(Resolucion~Tratamiento,data=data)

Kruskal-wallis rank sum test

data: Resolucion by Tratamiento

Kruskal-wallis chi-squared = 140.14, df = 11, p-value < 2.2e-16

> kruskal.test(Tincion~Tratamiento,data=data?2)

Kruskal-wallis rank sum test

data: Tincion by Tratamiento

Kruskal-wallis chi-squared = 153.75, df = 11, p-value < 2.2e-16

Nota: (A) y la variable tincion (B) obtenidos con RStudio.
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A continuacion, para evaluar las diferencias entre los tratamientos se aplicé la prueba de

Dunn (una prueba homologa a la prueba Tukey) que permite realizar comparaciones de multiples

poblaciones. Los valores-p fueron ajustados con el método de Bonferroni.

Cuadro 5.

Prueba Dunn aplicada en RStudio para la comparacion entre todos los tratamientos realizados
para la variable de resolucién. Resultados de las 10 primeras comparaciones.

> dunnTest(Resolucion~Tratamiento, data = data,method = "bonferroni™)

Dunn (1964) Kruskal-wallis multiple comparison
p-values adjusted with the Bonferroni method.

Comparison

8HQ-EA-AC - 8HQ-EA-AO
8HQ-EA-AC - 8HQ-EA-LPO
8HQ-EA-AO - B8HQ-EA-LPO
8HQ-EA-AC - 8HQ-EP-AC

1
2
3
4
5 8HQ-EA-AD
6 8HQ-EA-LPO
7 8HQ-EA-AC
8 8HQ-EA-AD
9 8HQ-EA-LPO
10 8HQ-EP-AC

8HQ-EP-AC
8HQ-EP-AC
8HQ-EP-AOD
8HQ-EP-AOD
8HQ-EP-AOD
8HQ-EP-AOD

-3.
-7.
-3.
-1.
1.
5.
-2.
0.
4.
-1.

z
1079207
0896524
9817317
4174638
6904569
6721886
7742625
3336582
3153899
3567987

P.unadj

.884086e-03
. 344493e-12
.841498e-05
.563474e-01
.094059%e-02
.409847e-08
.532701e-03
.386375e-01
.593215e-05
.748452e-01

P.adj

.243497e-01
.873653e-11
.515389e-03
.000000e+00
.000000e+00
.304988e-07
.651583e-01
.000000e+00
.051522e-03
.000000e+00



Cuadro 6.
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Prueba Dunn aplicada en RStudio para la comparacion entre todos los tratamientos realizados
para la variable de tincion. Resultados de las 10 primeras comparaciones.

> dunnTest(Tincion~Tratamiento, data =
Dunn (1964) Kruskal-wallis multiple comparison
p-values adjusted with the Bonferroni method.

1 8HQ-EA-AC -
2 8HQ-EA-AC -
3 8HQ-EA-AO -
4 8HQ-EA-AC -
5 8HQ-EA-AO -
6 8HQ-EA-LPO -
7 8HQ-EA-AC -
8 8HQ-EA-AO -
9 8HQ-EA-LPO -
10 8HQ-EP-AC -

Comparison
8HQ-EA-AD
8HQ-EA-LPO
8HQ-EA-LPO
8HQ-EP-AC
8HQ-EP-AC
8HQ-EP-AC
8HQ-EP-AD
8HQ-EP-AD
8HQ-EP-AD
8HQ-EP-AD

z

.51877294
.60572892
.08695598
. 32962997
.18914297
. 27609895
.09992459
.61869753
.70565351
.42955456

data2,method

P.unadj

.335476e-04
.955661e-11
.022175e-03
.696147e-04
.499808e-01
.052517e-03
.204042e-01
.960895e-04
.005070e-11
.045729e-04

WhHERERGO R VR NN

"bonferroni™)

P.adj

.861414e-02
.610736e-09
.334636e-01
.739457e-02
.000000e+00
.946611e-02
.000000e+00
.954190e-02
.323346e-09
.990181e-02

En las comparaciones en las que el valor-p es menor que 0.05 se concluye que existe

diferencia en dichos tratamientos. Mientras que aquellos con un valor-p mayor de 0.05 son

tratamientos estadisticamente muy similares (en relacion a la variable que se esté estudiando).

Con el objetivo de visualizar graficamente los resultados de este andlisis estadistico se

obtuvo un grafico de cajas para discriminar los mejores tratamientos obtenidos.
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Figura 18. Diagrama de cajas obtenido con los datos de la variable resolucion.

2hh
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Tincion

Tratamientos
Nota:8HQ:8-hidroxiquinoleina, C: colchicina, EA: etanol: acido acético, EP: etanol: &cido

propidnico, AC: aceto -carmin, AQO: aceto- orceina y LPO: lacto-propiono-orceina.

Figura 19. Diagrama de cajas obtenido con los datos de la variable tincion.
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Nota: 8HQ:8-hidroxiquinoleina, C: colchicina, EA: etanol: acido acético, EP: etanol: acido
propionico, AC: aceto -carmin, AQO: aceto- orceina y LPO: lacto-propiono-orceina.

Con el gréfico de cajas de los resultados de la variable de resolucion de los tratamientos se
aprecia que el tratamiento con la media més alta (un valor maximo de 5 en la escala establecida)
fue aquel en el que el pretratamiento se realizd con 8-hidroxiquinoleina 2mM, fijacion con etanol:

acido propionico (3:1) y tincidn con lacto-propiono-orceina.

En el grafico de cajas para la variable tincién, dos son los tratamientos con el maximo valor
en la escala de tincion “8HQ-EA-LPO” y “8HQ-EP-LPO”, sin embargo teniendo en cuenta que
este Ultimo es también el mejor tratamiento para obtener una buena resolucién y observando que
la dispersidn de los datos que se observa en la caja es menor ( datos mas centrados en la media) se
escoge finalmente el tratamiento “8HQ-EP-LPO” como el mejor para la observacion de los
cromosomas con una media de 5 para la variable resolucion y de 5 para la variable de tincion ,

siendo ambos los valores maximos en las escalas establecidas.

El protocolo basico encontrado para la observacién de cromosomas metafasicos bien

definidos y tefiidos es el siguiente:

1. Pretratamiento con 8-hidroxiquinoleina 2mM durante 4 horas en frio (4°C)
2. Fijacion con etanol: acido propionico (3:1), 24 h,4°C.
3. Digestion enzimatica con celulasa 2% y pectinasa 20% por 2 horas a 37°C.

4. Tincion con lacto-propiono-orceina por 24h.
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Tabla 10.
Células metafasicas observadas con los tres mejores tratamientos encontrados y valores promedio
de la resolucion y tincion de los cromosomas.

Tratamiento Resolucioén Tincién
Imagen
8HQ-EP-LPO 5.0 5.0
8HQ-EA-LPO 45 5.0
C-EP-LPO 4.5 4.5

Nota: 8HQ:8-hidroxiquinoleina, C: colchicina, EA: etanol: acido acético, EP: etanol: &cido
propidnico, AC: aceto -carmin, AO: aceto- orceina y LPO: lacto-propiono-orceina.

4.2 CALCULOS DEL INDICE MITOTICO Y DE LA HORA DE MAYOR

INDICE MITOTICO.
Con el protocolo basico anteriormente obtenido se determind el indice mitotico (IM%)

(Figura 20) y el indice de fases para la metafase (IFm%) (Figura 21) desde las 6 de la mafiana hasta
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las 6 de la tarde con intervalos de media hora. Esto se realiz6 con el objetivo de determinar la hora
de mayor indice mitdtico para trabajar posteriormente en ese periodo obteniendo un mayor

porcentaje de células metafasicas que faciliten una adecuada observacion de los cromosomas.

Se fotografiaron células en distintas fases del ciclo celular (Tabla 11) con el fin de establecer
diferencias en las caracteristicas de cada una de las fases y tener asi una guia que facilitara el conteo

de las células en mitosis.

Tabla 11.
Células de V. stipulata en las distintas fases de division celular. Fotografias obtenidas con ocular
de 10X y objetivo de 100X (magnificacion total 12000X).

Interfase Profase Metafase Anafase Telofase

El nimero minimo de células contabilizadas por cada intervalo de tiempo fue de 1500 células. En
cada una de las horas estudiadas se determing el indice de fases total de acuerdo al total de células
contabilizadas. En la Tabla 12 se detallan los valores expresados en porcentaje de cada una de las

fases de division celular. Quedd claro que un gran porcentaje de las células contabilizadas (mas del
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90%) se encontraban en interfase en cualquiera de los intervalos de tiempo analizados siendo el

porcentaje restante las células que se encuentran en mitosis.

Tabla 12.
Evaluacion de los Indices de Fases (IF%) e indices Mit6ticos (IM%)desde las 6:00 hasta las 18:00 con
intervalos de media hora.

Hora Células Interf. Prof. Metaf. Anaf. Telof. IM(%)
contadas  1F(%) IF(%) IF(%) IF(%) IF(%)
06:00 1545 97.09 1.55 1.11 0.19 0.06 2.91

06:30 1669 95.87 3.06 0.72 0.3 0.06 4.14
07:00 1594 94.79 2.63 1.26 0.5 0.56 4.95
07:30 1654 90.74 5.5 2.90 0.54 0.32 9.26

08:00 1609 93.78 3.42 1.68 0.37 0.75 6.22
08:30 1548 97.03 1.03 1.42 0.06 0.46 2.97
09:00 1559 96.67 1.60 1.41 0.26 0.06 3.33
09:30 1564 97.36 1.09 0.90 0.51 0.13 2.64
10:00 1560 98.33 0.71 0.77 0.13 0.06 1.67
10:30 1506 96.82 1.79 1.00 0.33 0.07 3.19
11:00 1510 97.82 1.26 0.66 0.26 0 2.18
11:30 1515 96.15 1.6 1.85 0.33 0.07 3.85
12:00 1535 97.26 1.37 1.11 0.13 0.13 2.74
12:30 1500 95.66 2.17 1.88 0.11 0.18 4,34
13:00 1501 98.06 1.13 0.67 0.07 0.07 1.94

13:30 1511 98.21 0.86 0.66 0.2 0.07 1.79
14:00 1505 96.02 2.13 1.59 0.13 0.13 3.98
14:30 1522 97.96 1.12 0.72 0 0.2 2.04
15:00 1550 97.61 1.42 0.84 0 0.13 2.39

15:30 1511 96.95 1.39 1.13 0.40 0.13 3.05
16:00 1512 97.42 1.06 0.99 0.40 0.13 2.58
16:30 1528 97.43 1.51 0.92 0.07 0.07 2.57
17:00 1509 95.69 1.86 1.92 0.40 0.13 431
17:30 1510 95.96 1.72 1.79 0.33 0.2 4.04
18:00 1521 95.81 0.97 2.17 0.66 0.39 4.19
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indice Mitdtico (IM)

% IM
oON MO ®

Hora del dia

Figura 20. indice mitdtico parcial (% IM) de células del tejido meristematico radicular en
jigacho calculado a diferentes horas del dia.

La hora de mayor indice mitético fue a las 07h30 de la mafiana en donde el indice mitotico

fue de 9,31% y el valor del indice de metafase en relacion a la mitosis de 31,17%. Una vez obtenida

esta

hora, la toma de muestras posteriores se realizé a las 07h30 de la mafiana para obtener mayor

namero de células en division (y por ende mas células en metafase).

Se determiné ademas que la metafase representa alrededor del 40% de las células que se

encuentran en mitosis (Figura 21).
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Figura 21. indice de fase para metafase (% IFm) de células del tejido meristematico
radicular en jigacho calculado a diferentes horas del dia.

Se observ ademas que la fase de metafase dura aproximadamente un 40% del tiempo que

dura la mitosis en el ciclo de division celular (Figura 21).

43 NUMERO CROMOSOMICO

Con el protocolo obtenido las células metafasicas presentaron cromosomas bien tefiidos,
claros y dispersos que permitié el conteo de los mismos y asi determinar la existencia de 18
cromosomas metafésicos. El jigacho como el resto de las especies de Vasconcellea es diploide por

lo que se determind un nimero cromosémico de 2n=2x=18 tras el conteo de 35 células metafésicas.

Figura 22. Células metafésicas de meristemos radicales
de jigacho donde se observa que el nimero cromosémico
de la especie es de 2n=2x=18.
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44 CARACTERIZACION DE LOS CROMOSOMAS
4.4.1 Modificaciones en el protocolo bésico para una mejor observacién de cromosomas
metafasicos para la obtencidn del cariotipo.
Para la caracterizacién de los cromosomas metafasicos del jigacho partiendo del protocolo
basico anteriormente encontrado, se fueron realizando modificaciones que permitieron mejorar la
observacién de los cromosomas con una mayor calidad. Todos los cambios realizados en el

protocolo se hicieron en base a revisiones bibliograficas.
Los cambios realizados fueron los siguientes:

e Aumento de las horas de digestion enzimatica de 2 horas a 4-5 horas.

Figura 23. Diferencias en las células meristematicas al variar
las horas de digestion enzimatica.

Nota: A) Tratamiento con 2 horas en enzimas (37°C), B)
células tratadas con 4 horas de digestidén enzimatica (37°C).
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Tratamiento hipotdnico por 30 minutos con KCI 75 mM después de la digestion enzimética.

Figura 24. Diferencias en las células al afiadir un tratamiento
hipotonico después de la digestion enzimatica.

Nota: A) Células sin tratamiento hipotdnico, B) células con
tratamiento hipotdnico (KCI 75 mM, 30 min).

Preparacion de las placas mediante la técnica por goteo y vapor.

Figura 25. Diferencias en la dispersion de los cromosomas metafasicos.

Nota: A) Placa realizada sin aplicacién de vapor, B) placa realizada con
la adicion de vapor por 10s, B).
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4.4.2 Parametros para la caracterizacion del cariotipo.

Con la ayuda del software MicroMeasure version 3.3 se pudieron realizar las mediciones de
distintos parametros de los cromosomas. Se tomaron un total de 35 fotografias de células
metafasicas con la cdmara de un celular iPhone 7 Plus con camara de 12 MP y aumento digital de
3x en un microscopio Olympus BX41 con ocular de 16X y objetivo maximo de 100X. La

magnificacion final de las imagenes fue de 4600X.

Figura 26. Primera célula metafasicas analizada en
MicroMeasure version 3.3.

Nota: (Los circulos rojos marcan el centromero
observado en los cromosomas mientras que las lineas
azules marcan la longitud de ambos brazos de los
Cromosomas).

MicroMeasure es un software que arroja los resultados finales por cada placa metafasica
analizada en formato de una hoja de célculo Excel. Los datos proporcionados para cada placa

metafasica medida fueron agrupados. Para la obtencion de la media y del intervalo de confianza
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para cada uno de los parametros analizados se utiliz6 el software RStudio. Finalmente se construyd

la tabla siguiente donde se recogio toda la informacion.

Tabla 13.

Parametros proporcionados por el software MicroMeasure tras la medicion de 35 células

metafasicas.

NO
cromosoma

© 00 N O Ol A WODN -

el e i i o il =
© N o U~ WN P O

LT(pum)

2.44+0.056

2.30+0.058
2.18+0.058
2.12+0.061
2.05+0.055
2.00+0.055
1.97+0.055
1.93+0.052
1.88+0.055
1.84+0.053
1.79+0.055
1.75+0.055
1.70+0.057
1.62+0.049
1.56+0.044
1.51+0.044
1.43+0.047
1.27+0.041

q(pm)

1.37+0.037

1.2610.048
1.1940.043
1.16+0.044
1.13+0.037
1.07+0.036
1.1210.049
1.06+0.038
1.04+0.037
1.03+0.038
1.00+0.046
0.951+0.032
0.9710.067
0.88+0.035
0.85+0.029
0.831+0.032
0.7910.032
0.7140.029

p(um)

1.07+ 0.047

1.03+0.037

0.991+0.036

0.96+0.030

0.93+0.032

0.924+0.039
0.845+0.039
0.851+0.033
0.844+0.033
0.817+0.037
0.78710.040
0.805+0.034
0.755+0.038
0.741+0.029
0.707+0.028
0.681+0.032
0.645+0.026
0.568+0.024

R

1.30+0.073

1.25+0.068
1.22+0.067
1.22+0.050
1.23+0.054
1.17+0.057
1.36+0.105
1.25+0.061
1.25+0.062
1.29+0.094
1.30+0.113
1.19+0.050
1.29+0.121
1.21+0.071
1.22+0.072
1.25+0.100
1.23+0.063
1.26+0.073

Longitud total del set cromosémico (TCL)(um):

Cl

0.441+0.012

0.44140.014
0.45340.012
0.45240.009
0.45140.010
0.462+0.011
0.43040.017
0.44640.012
0.44840.011
0.44340.015
0.44240.018
0.45940.010
0.44440.017
0.45740.013
0.45340.012
0.45140.015
0.45140.012
0.446+0.013

LR(%)

7.36+0.146

6.91+0.099
6.55+0.103
6.34+0.079
6.15+0.060
6.00+0.049
5.89+0.050
5.77+0.050
5.64+0.057
5.52+0.055
5.37+0.060
5.24+0.058
5.08+0.068
4.86+0.068
4.68+0.082
4.52+0.092
4.30+0.108
3.83+0.126

33,38 + 0.803

Tipo

3 3333333333383 233323 3

Nota: LT: longitud total del cromosoma, g: longitud del brazo largo, p: longitud del brazo corto, r:
relacion de brazos, Cl: indice centromérico, LR: longitud relativa.

Las mismas 35 fotografias obtenidas de las células metafisicas fueron analizadas con el

software Karyotype Analysis 2.0 obteniéndose los datos que se presentan a continuacion:
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e Grado de asimetria del cariotipo(Stebbins,1971): 1 A

e Formula cariotipica: 2n =2x=18m

KT Karyotype Analysis 2.0 build 20131206
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Figura 27. Primera célula metafasicas analizada en
Karyotype Analysis 2.0.

Nota: Los circulos rojos marcan el centrbmero observado en
los cromosomas mientras que las lineas azules marcan la
longitud de ambos brazos de los cromosomas.

Al igual que MicroMeasure, Karyotype Analysis proporciona informacion promedio y con el
intervalo de confianza de la longitud del brazo largo (q) y brazo corto (p), longitud total (g+p) ,
diferencia en la longitud de los brazos(q-p) y la relacion de brazos de cada cromosoma (r). La
ventaja de este software resulté en que después de la medicion de los cromosomas de cada placa
metafasica los datos fueron almacenados y posteriormente agrupados automaticamente para

obtener el valor promedio de todos los parametros analizados. En la tabla 14 se detallan los valores

obtenidos para cada uno de los cromosomas.
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Mediciones promedio de las 35 células metafésicas de los 18 cromosomas totales. g: longitud
brazo largo, p: longitud brazo corto, g+p: longitud total del cromosoma, g-p: diferencia longitud
brazo largo y brazo corto, r: relacion de longitudes de brazos.

Crom.
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Tabla 15.

q (um)

1.24+0.15
1.25+0.13
1.14+0.13
1.13+0.12
1.05+0.09
1.07+0.11
1.01+0.12
1.02+0.13
0.97+0.10
0.97+0.11
0.92+0.08
0.91+0.09
0.87+0.09
0.87+0.08
0.82+0.09
0.80+0.08
0.76+0.10
0.71+0.09

p(um)

1.09+0.13
1.10+0.12
1.01+0.10
0.97+0.11
0.93+0.10
0.94+0.11
0.87+0.11
0.89+0.10
0.84+0.10
0.86+0.10
0.82+0.08
0.81+0.09
0.76x0.09
0.77+0.08
0.72+0.09
0.69+0.10
0.64+0.10
0.60+0.07

q+p
(Hm)
2.33+0.22
2.36+0.23
2.15+0.20
2.11+0.18
1.98+0.17
2.01+0.19
1.89+0.18
1.91+0.19
1.81+0.16
1.83+0.18
1.74+0.13
1.72+0.17
1.63+0.15
1.64+0.14
1.54+0.16
1.49+0.16
1.40+0.18
1.30+0.14

q-p
(Hm)
0.16+0.17
0.15+0.11
0.13+0.11
0.16+0.13
0.12+0.08
0.13+0.10
0.14+0.14
0.14+0.12
0.13+0.11
0.11+0.11
0.11+0.10
0.10+0.08
0.11+0.10
0.10+0.08
0.10+0.08
0.10+0.09
0.12+0.08
0.11+0.08

r

1.14+0.20
1.14+0.12
1.13+0.11
1.16+0.18
1.13+0.10
1.14+0.12
1.16+0.22
1.16+0.16
1.15+0.15
1.13+0.14
1.13+0.14
1.12+0.11
1.14+0.15
1.13+0.11
1.13+0.13
1.15+0.19
1.18+0.14
1.18+0.16

Par
Hom.
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Mediciones promedio de las 35 células metafasicas de los 9 pares de cromosomas homdlogos. q:
longitud brazo largo, p: longitud brazo corto, g+p: longitud total del cromosoma, g-p: diferencia
longitud brazo largo y brazo corto, r: relacion de brazos y Cl (%): indice centromérico.

Par

q

P

a+p

homologo
1

O oo NO Ol WwWwN

1.25+0.12
1.14+0.12
1.06+0.09
1.02+0.12
0.97+0.10
0.92+0.08
0.87+0.08
0.81+0.07
0.73+0.07

1.10+0.11
0.99+0.09
0.94+0.10
0.88+0.09
0.85+0.08
0.81+0.08
0.77+0.08
0.71+0.08
0.62+0.07

2.34+0.19
2.13+0.17
2.00+0.17
1.90+0.18
1.82+0.15
1.73+0.14
1.64+0.13
1.52+0.14
1.35+0.12

a-p

0.15+0.11
0.14+0.12
0.12+0.08
0.14+0.12
0.12+0.10
0.10+0.08
0.10+0.08
0.10+0.07
0.11+0.07

r

CI(%)

1.14+0.11
1.15+0.13
1.13+0.09
1.16+0.16
1.14+0.13
1.13+0.12
1.13+0.12
1.14+0.13
1.18+0.13

46.74+2.30
46.60+2.54
46.88+1.99
46.36+3.05
46.72+2.62
47.00+2.47
46.91+2.52
46.71+2.53
45.83+2.63
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Tabla 16.

Mediciones promedio de las longitudes relativas de las 35 células metafasicas en los 18
cromosomas totales: g (%): longitud relativa del brazo largo, p (%): longitud relativa del brazo
corto, g+p (%): longitud relativa total de cada par cromosémico, Tipo: clasificacion de cada
cromosoma segun la posicion de su centrémero (m= metacéntrico).

Longitudes relativas de cada cromosoma metafasico

Cromosoma q(%o) p(%0) g+p (%) Tipo
1 3.78 3.31 3.78+3.31=7.10 m
2 3.82 3.36 3.82+3.36=7.17 m
3 3.47 3.07 3.47+3.07=6.54 m
4 3.44 2.97 3.44+2.97=6.41 m
5 3.19 2.84 3.19+2.84=6.03 m
6 3.26 2.86 3.26+2.86=6.12 m
7 3.08 2.66 3.08+2.66=5.75 m
8 3.12 2.70 3.12+2.70=5.82 m
9 2.95 2.56 2.95+2.56=5.51 m

10 2.96 2.62 2.96+2.62=5.58 m
11 2.81 2.49 2.81+2.49=5.30 m
12 2.77 2.46 2.77+2.46=5.23 m
13 2.65 2.33 2.65+2.33=4.98 m
14 2.65 2.36 2.65+2.36=5.01 m
15 2.50 2.20 2.50+2.20=4.70 m
16 2.43 2.11 2.43+2.11=4.54 m
17 2.30 1.95 2.30+1.95=4.25 m
18 2.15 1.82 2.15+1.82=3.96 m

Tabla 17.
Mediciones promedio de las longitudes relativas en las 35 células metafésicas de los 9 pares de
cromosomas homologos.

Longitudes relativas de los pares homdélogos

Par q(%o) p(%o) g+p (%0) R Tipo
homologo
1 7.60 6.67 7.60+6.67=14.27 1.14 m
2 6.92 6.04 6.92+6.04=12.96 1.15 M
3 6.46 5.70 6.46+5.70=12.15 1.13 m
4 6.20 5.36 6.20+5.36=11.56 1.16 m
5 5.91 5.18 5.91+5.18=11.09 1.14 m
6 5.58 4.95 5.58+4.95=10.53 1.13 m

CONTINUA



7 5.30 4.68 5.30+4.68=9.98
8 4.92 4.32 4.92+4.32=9.24
9 4.45 3.76 4.45+3.76=8.21

1.13
1.14
1.18

71

m
m
m

Nota: q: longitud relativa del brazo largo, p: longitud relativa del brazo corto, gq+p: longitud
relativa total de cada par cromosémico, r: relacion brazo largo y brazo corto de cada par
cromosémico, Tipo: clasificacion de cada par cromosémico segun la posicion de su centrémero

(m= metacéntrico).

Tabla 18.

indices de asimetria promedio de las 35 células metafisicas analizadas proporcionadas por el

software Karyotype Analisis 2.0

Indices de asimetria

Parametro

Coeficiente de variacion del indice centromérico
(Paszko, 2006)

Coeficiente de variacion de la longitud cromosémica
(Paszko, 2006)

Promedio de la asimetria centromérica
(Peruzzi and Eroglu, 2013)

Indice de asimetria cariotipica
(Arano, 1963)

Porcentaje de la forma total
(Huziwara, 1962)

indice de simetria del cariotipo
(Greilhuber and Speta,1976)

indice de semejanza cromosémica de tamafio
(Greilhuber and Speta, 1976)

Abreviacion

CvClI

CVvCL

MCA

AsK%

TF%

Syi

Rec

Valor

5.02+ 0.57

17.36 + 0.75

6.75 + 0.68

53.37+ 0.34

46.66 + 0.35

87.54+ 1.21

74.89 + 1.35

CONTINUA
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Indice de asimetria intracromosomal Al 0.12+ 0.01
(Romero Zarco, 1986)

Indice de asimetria intercromosomal A2 0.17+ 0.01
(Romero Zarco, 1986)

Grado de asimetria del cariotipo. A 0.07+ 0.01
(Watanabe et al., 1999)

indice de dispersion DI 8.10 ¥ 0.35
(Lavania and Srivastava, 1992)

indice de asimetria Al 0.88 ¥0.11
(Paszko, 2006)

Tabla 19.
Informacion adicional proporcionada por el software Karyotype Analysis 2.0

Otra informacion

Parametro Abreviacién Valor
Cromosoma mas largo/cromosoma mas corto - 1.99 + 0.09
Longitud haploide total del set cromosémico THL 16.42 + 0.40

(Peruzzi et al., 2009)

En cada una de las células metafasicas que se analizaron ademas de los datos de las distintas
mediaciones se pudieron obtener otros graficos como el grafico de agrupacion de los cromosomas

homadlogos y el ideograma en cada uno de los sets cromosomicos analizados.
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Figura 28. Ideograma obtenido con el software Karyotype Analysis 2.0 después realizar las
mediciones de los cromosomas de unas de las fotos de las células metafésicas obtenidas.

4.4.3 Obtencion del cariotipo
La mejor placa metafésica fotografiada (Anexo A: foto 28) permiti6 obtener el cariotipo de

V. stipulata:
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Figura 29. Placa metafasica con cromosomas
altamente condensados utilizada para la
elaboracion del cariotipo.

El cariotipo obtenido (Figura 31) representa los 18 cromosomas metafasicos de V. stipulata,
ordenados de mayor a menor en pares homdlogos y centrados en su centrémero. Cada par homologo fue
numerado secuencialmente (en total 9 pares homdélogos). Todos los cromosomas fueron metacéntricos por

lo que se les representod con la letra “m” en cada uno de los pares homoélogos.

m m m m m m m m m
1 2 3 4 5 6 7 8 9
—
1pum

Figura 30. Cariotipo del jigacho (V. stipulata) con los pares homologos
cromosomicos(2x=2n=18).
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4.4.4 Obtencion del ideograma
Mediante el programa computacional Drawid se realizaron las mediciones de las 35 células
metafisicas con las que automéaticamente se obtuvieron los ideogramas promedio, el primero

representando los 18 cromosomas totales (Figura 33) y el segundo agrupando los pares de cromosomas

homdlogos (Figura 34).

Figura 31. Ventana de trabajo del programa
computacional DRAWID con las herramientas que
ofrece para la medicién de los cromosomas y la
elaboracion del ideograma.

+2+3+4¢5¢6¢7¢8¢9¢1(Il+11¢12¢13+14¢15+16+17¢18¢
o= ¢I¢ = -I¢I¢I¢I¢I¢I+I¢i¢=¢=-=¢ -
0.
Figura 32. Ideograma del jigacho (V. stipulata) representado por los con 18 cromosomas
totales del set (barra=2 um).
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Figura 33. Ideograma del jigacho (V. stipulata) representado por los nueve pares de
cromosomas homologos (barra= 2um).
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CAPITULO 4: DISCUSION
45 FASE PRELIMINAR
45.1 Instalacion del material vegetal en condiciones de invernadero
V. stipulata es una especie que se cultiva en pequefia escala en zonas del sur de Ecuador.
Los frutos son consumidos por los pobladores bien sea en almibar, conservas o guisos (Medina &
Villafuerte, 2005).El cultivo de estas plantas bajo condiciones de invernadero y sobre todo a
elevadas altitudes permite aumentar la produccion y mantener plantas de mejor calidad bajo
condiciones controladas (Veldzquez-Marti & Castillo, 2017). Por esta razén, todas las plantas
utilizadas en el presente estudio fueron mantenidas en el interior de un invernadero, disminuyendo

la influencia de factores externos en el estado de las plantas.

El suelo donde se desarrolla el jigacho son suelos con una elevada cantidad de materia
organica con un pH entre 5.5 y 6.8 (Remuzgo, 2011). Ademas los mejores sustratos para
enraizamiento son aquellos que presentan una mezcla de distintos materiales como arena, pomina,
tierra negra y turba (Cholota, 2013). Por ello, para el enraizamiento de las plantas jovenes de
jigacho se utiliz6 una mezcla de tierra negra, humus y cascarilla de arroz en proporciones 1:1:1 que
permitio obtener un mayor volumen radicular ademas de un aumento del area foliar. Es decir, que
el sustrato utilizado cumplia con las funciones principales que un medio debe tener para el
desarrollo y crecimiento de la planta: punto de apoyo estable, capacidad de retener humedad,
porosidad suficiente para un buen contacto raiz-atmosfera y sobretodo buena disponibilidad de

nutrientes (VIFINEX, 2002).

Con el uso adicional de enraizantes se puede conseguir que la planta tenga un sistema

radicular denso y fuerte para el desarrollo de la planta. Generalmente, estos productos proporcionan
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potasio y fosforo que agilizan el crecimiento de raices externas asi como también contienen
aminoéacidos que facilitan una mejor produccién de proteinas para la plantas (Flores, 2014). La
funcién de dichos enraizantes es estimular el crecimiento de las raices y mejorar sus niveles de
absorcion de nutrientes y agua (grupo INESTA, 2019). Con el mismo objetivo de aumentar el
volumen radicular se aplicaron via suelo cada 3 semanas dos enraizantes organicos, Razormin ® y
BIO-ROOTS® de acuerdo a las cantidades indicadas en cada uno de los productos obteniendo

raices abundantes y de calidad.

4.5.2 Muestreo en el invernadero

Los apices de las raices jovenes presentan tejido meristematico con un alto nivel de division
celular (Paniagua, 2007). Ademas, este tejido es mas facil de obtener de cualquier tipo de planta
en cantidades considerables para ser estudiado. En un estudio realizado por Rondén en 2013 se
utilizaron apices de raices jovenes de 1 a 3 cm de longitud que garantizaron la presencia de células
meristematicas con una elevada actividad metabdlica y un alto nivel de division celular. Siguiendo
esta metodologia en este estudio, aproximadamente unos 2 cm de las raices mas jovenes que no
presentaban tejido dafiado fueron tomados como muestra. Para eliminar cualquier resto de tierra o
de contaminantes se lavaron con agua destilada hasta dejarlas completamente limpias.
Posteriormente y a la brevedad posible se transfirieron a la solucion de pretratamiento para ser

transportadas al laboratorio.
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4.6 FASE DE LABORATORIO
4.6.1 FASE I: Estandarizacion de un protocolo para la observacion de células radicales
metafasicas.

El método denominado “squash” o aplastamiento que se utiliz6 en este trabajo es uno de los
procedimientos citogenéticos clasicos que mediante la tincién de los cromosomas presentes en
tejidos meristematicos en plantas permite de forma sencilla, rapida y sin necesidad de equipos
especializados estudiar los cromosomas de la especie de interés (Martonfiovaa, 2013). Por esta
razon se eligio este procedimiento para la observacion y caracterizacion de los cromosomas de V.

stipulata.

La gran mayoria de estudios citogenéticos necesitan que los cromosomas se encuentren
completamente condensados y lo mas dispersos posibles para su observacion, por tal motivo las
distintas mediciones se realizan en las mejores placas donde se observaron cromosomas con un
adecuado nivel de condensacion y bien dispersos entre ellos permitiendo que la caracterizacion de

los mismos presente el menor nimero de errores posible (Martonfiovaa, 2013).

Con el fin de conseguir que las células se detengan en metafase y que los cromosomas
mantengan su estructura sin pegarse entre ellos es necesario aplicar una serie de pasos y
procedimientos donde se utilizan diferentes reactivos, cada uno con una finalidad especifica
(Tapia, 2014). Los pasos basicos para los procedimientos citogenéticos constan de un
pretratamiento, fijacion, digestion enzimatica (en el caso de células vegetales) y tincion (Darlington
& La Cour, 1969). Estos mismos procedimientos fueron los que se siguieron con el fin de visualizar

cromosomas metafésicos de calidad en V. stipulata.
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Es de importancia elegir adecuadamente los reactivos que se van a utilizar en cada uno de

los procedimientos citogenéticos puesto que su accion depende de lo que se vaya a estudiar. Por
ejemplo, la media de la longitud total de los cromosomas (TCL), unos de los pardmetros mas
importantes en la caracterizacion del cariotipo, puede variar significativamente segun los agentes

quimicos de pretratamiento utilizados y el tiempo de exposicion aplicado (Martonfiovaa, 2013).

Los tejidos meristeméticos (con elevado nivel de division celular) en primer lugar son
pretratados con sustancias que impiden la formacion del huso mitético como colchicina y 8-
hidroxiquinoleina con el objetivo de aumentar el nimero de células en metafase, permitir la
dispersion de los cromosomas en el interior del citoplasma y provocar un alto grado de

condensacion de ellos (Levitus & Echenique, 2010).

Tjio y Levan (1950) fueron los primeros en descubrir la utilidad de la 8-hidroxiquinoleina
en el estudio de los cromosomas. Se recomienda utilizarla en concentracion de 0,002 M por 3a 5
horas a temperaturas entre 16 -18 °C. Por otro lado, la colchicina también utilizada como
pretratamiento se recomienda usarla en bajas concentraciones entre 0.1-0.5% por 1 -2 horas a
temperatura ambiente (Singh, 2003). Para determinar que pretratamiento mostraba mejores
resultados tanto la colchicina como la 8-hidroxiquinoleina fueron estudiadas siguiendo las
condiciones recomendadas bibliograficamente. Finalmente, tras el estudio realizado se obtuvieron

los mejores resultados con 8-hidroxiquinoleina 0.002M por 4 horas en frio (4°C).

El siguiente paso que se siguio fue la fijacion donde se utilizan reactivos que conservan la
estructura de los tejidos sin provocar dafios importantes en ellos (Castafieda & Santacruz, 2012).
Otras de las funciones de la fijacion es evitar la formacion del huso mitético, arrestar en metafase

a los cromosomas y contraer los cromosomas (Singh, 2003).Una de las sustancias mas utilizadas
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es la solucion fijadora Farmer que estd compuesta por etanol y acido acético glacial en proporciones
3:1 (Delgado & Lastra, 2010). También se utilizé un fijador compuesto por etanol (95-100%) y
acido propiodnico en proporciones 3:1. Esta solucion tal como menciona Singh (2003) es adecuada
para plantas con cromosomas pequefios. Por esta razon el mejor protocolo obtenido para la
visualizacion de células metafasicas fue con etanol: acido propionico 3:1 por 24 horas en

refrigeracion (4-5°C).

En la fase de digestion enzimatica se eligié un coctel enzimatico formado por una mezcla
en proporciones iguales de pectinasa 20% Yy celulasa al 2%, mismo utilizado en algunos estudios
citogenéticos realizados en especies de Vasconcellea por Santa y Freitas (2014) y por Caetano et
al. (2008). Sin embargo, el tiempo de incubacién utilizado por estos estudios no fue suficiente para
digerir las paredes celulares de jigacho, por lo que se aumentd a 2 horas la digestién enzimatica a
la misma temperatura de incubacion de 37°C, con la que si se consiguié una mayor dispersion
celular. La composicién de las enzimas utilizadas di6 grandes resultados debido a que la mayoria
de las paredes celulares estan compuestas principalmente por celulosa que le confieren rigidez y
pectina que proporcionan a su vez porosidad, permeabilidad y elasticidad (Salazar & Gamboa,

2013).

El ultimo paso para el tratamiento de las células fue la tincion de los cromosomas con
colorantes especificos. Los colorantes que se probaron fueron aceto-carmin, aceto-orceina y lacto-
propiono-orceina los mismos que Singh (2002) propone por ser adecuados para cromosomas de
plantas. La tincién que mejores resultados proporciond fue con lacto-propiono-orceina, que como

se menciona en bibliografia tifie intensamente los cromosomas y mantiene el citoplasma claro para
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que haya un buen contraste (Singh, 2003). Segun Dyer (1963) esta tincion es Gtil para especies con

cromosomas de pequefio tamafio motivo por el cual fue el que mejor funcion6 para V. stipulata.

Para la preparacion de la placa se colocé un Unico apice tefiido previamente sobre un
cubreobjetos y se coloco una gota del tinte para impedir que se seque la muestra. Los autores
Talledo y Escobar (1995) mencionan gque usar un Unico apice permite que la presion ejercida sobre
él haga que se expanda por toda la superficie disponible formando Unicamente una monocapa de
células. Tras el aplastamiento o squash pueden darse algunos problemas como que no se dispersen
las células, rompimiento de estas, o que los cromosomas estén muy pegados entre ellos impidiendo
su caracterizacion. Por tal motivo para cada uno de los 12 tratamientos propuestos se evaluaron los

cromosomas de 20 células metafésicas.

El protocolo finalmente estandarizado para la observacion de células metafésicas de V.
stipulata consistié en un pretratamiento con 8-hidroxiquinoleina 0.002M por 4 horas en frio (4°C),
una fijacion con etanol: acido propionico (3:1) durante 24 horas en frio (4°C), digestion enzimatica
con pectinasa20% Y celulasa 2% por 2 horas a 37°C y finalmente una tincién con lacto-propiono-
orceina (durante una noche) a temperatura ambiente. En un estudio anterior donde se realizaron
andlisis citogenéticas de varias especies del género Vasconcellea se utiliz6 un protocolo muy

similar al obtenido en este estudio (Caetano et al., 2008).

4.6.2 FASE II: Célculos del indice mitético y de la hora de mayor indice mitdtico

Karp (1998) y Hickman et al.(1998) mencionan que la mitosis es un procesos que se ha
dividido en 4 fases para facilitar su analisis y estudio pero que sin embargo es un proceso continuo
que carece de limites diferenciados entre cada etapa En este estudio igualmente se distinguieron 4

etapas de la division celular siendo ellas: profase, metafase, anafase y telofase.
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La fase metafasica de la mitosis es de utilidad para la caracterizacion de los cromosomas debido a
que en ella los cromosomas se encuentran en su maximo grado de condensacion y bien definidos
estructuralmente .Por este motivo la determinacién de la hora mitdtica facilita el estudio de los
cromosomas (Ferrer & Alcorcés, 2007). De este modo la determinacién de la hora mit6tica fue uno

de los procesos méas importantes del presente estudio.

El momento de mayor division celular en el transcurso del dia depende de cada especie,
pero generalmente la hora de mayor division mitética se encuentra en las horas de la mafiana hasta
aproximadamente las 11:00 am (Delgado & Uribe, 2010). Esto coincide con los resultados
encontrados en la especie V. stipulata en donde la hora de mayor divisién celular es a las 07:30 de
la mafiana con un indice mitético de 9,31% un valor elevado considerando el resto de valores a lo

largo del dia (Figura 20).

La hora de mayor indice mitotico es un aspecto caracteristico para cada una de las especies
e incluso dentro de la misma puede existir un grupo genotipico especifico que presente variacion
en la hora mitética con respecto al resto de los individuos de la especie (Ferrer & Alcorcés, 2007).
En este caso, sin embargo, la hora mitética encontrada para V. stipulata coincide con la hora
mitotica de V. x heilbornii que determind Estrella (2019), pudiendo ser que en este género la

division celular sea mayor en esas horas de la mafiana.

El valor de IM (9.31%) encontrado es bajo en relacion con los que se han reportado en otras
especies vegetales. En cuatro especies del género Phaseolus, el mayor indice mitotico fue a las
10:00 am con un valor maximo de 27.23 % mientras que en las especies del género Oxalis fue de
25.02% (Talledo & Ecobar, 1995).Incluso en un estudio realizado por Rodriguez y Bueno (2006)

para la especie Physalis peruviana L. el indice mitético encontrado fue de 85% entre las 09:00 y
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09:30 de la mafiana. Los valores bajos encontrados del indice mitdtico encontrados para V. stipulata
dificultan los estudios citogenéticos que se realizan con cromosomas metafésicos altamente

condensados.

4.6.3 FASE Ill: Caracterizacion cromosomica

A la hora de realizar las mediciones en cada una de las placas pueden existir factores que
produzcan variabilidad en los datos. Uno de ellos puede ser que las placas no se encuentren
exactamente en el mismo estado de metafase, es decir, en unas células metafésicas los cromosomas
pueden estar mas 0 menos condesados que en otras. Por otro lado, como las células son sometidas
al proceso mecanico-fisico del squash es posible que unas células se encuentren mas extendidas
que otras haciendo que su contenido igualmente se expanda mas (Molero, 2009). Esto fue
apreciable en la preparacion de las placas para la observacion de cromosomas metafasicos motivo
por el cual se realizaron una gran cantidad de placas de las cuales 35 fueron seleccionadas como

las mejores para la caracterizacién del cariotipo.

En estudios anteriores, las mediciones se han realizado tan solo con 20 placas metafasicas
(Molero, 2009), en otro con 30 placas (Rondon & Rache, 2012) coincidiendo en todos los casos en
que los cromosomas medidos son de mayor tamafio permitiendo realizar las mediciones de forma
mas rapida y sin errores. En el presente estudio a pesar de la dificultad debido al bajo valor del
indice mitdtico encontrado y el pequefio tamafio de los cromosomas, las 35 placas metafésicas
contabilizadas permitieron obtener resultados de mayor confianza en la caracterizacion

cromosémica.

Los estudios del cariotipo permiten conocer el fenotipo de los cromosomas tanto su forma,

numero y tamafo; caracteristicas de gran utilidad para determinar los cambios cromosoémicos que
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se han tenido lugar en diferentes grupos poblacionales durante su proceso de especiacion (Fantini,
2015). Todas estas caracteristicas fueron determinadas para los cromosomas de V. stipulata en este
trabajo de investigacion. Permite ademas conocer las relaciones evolutivas y determinar el origen
de una especie 0 género y conocer qué pasos se han dado en el proceso de especiacion, es por ello,
que es una gran ayuda para los estudios sistematicos. Por otro lado ,el cariotipo permite saber si

cruces interespecificos para el mejoramiento de las especies resultaran factibles (Molero, 2009).

En el presente trabajo se confirmé que el nimero cromosomico diploide de V. stipulata es
de 2n=2x=18 tal como Gschwend (2013) lo habia determinado. Ademas, todos sus cromosomas
son metacéntricos segun la clasificacion de Levan et al. (1964). Estos resultados coinciden con las
especies V. cauliflora,g V. cundinamarcensis y V. goudotiana las cuales igualmente son especies
diploides que presentan un nimero cromosémico 2n=2x=18 (Caetano, et al.2008). Estrella (2019)
determin ademaés que V. x heilbornii (‘Babaco’) presentd igualmente un numero cromosémico de
2n=2x=18.Este numero es de importancia en los procesos de mejora genética mediante cruces
interespecificos o bien para ayudar a definir hipdtesis sobre la filogenia de grupos (Poggio et al.,
2008). En las especies que se fueran a cruzar para evitar que existan desbalances en la meiosis o
formacion de embriones no viables los numeros cromosdmicos de ambas deben ser iguales

(Molero, 2009).

Especies donde se aprecia una gran variabilidad en el nimero cromosémico han sufrido
procesos de rearreglos cromosomicos, delecciones, translocaciones, inversiones entre otros
(Winterfeld et al., 2017). Sin embargo, en la mayoria de las especies del género Vasconcellea el
namero cromosdmico se ha mantenido constante (Santana et al., 2014). Asi como V. stipulata en

el resto de especies del género el nUmero cromosémico se ha conservado siendo 2n=2x=18 y
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quedando claro que este se trata del nimero cromosomico ancestral del género. Sin embargo, es
importante sefialar la existencia de especies de los géneros Jarilla y Horovitzia (pertenecientes a
la familia Caricaceae) que presentan casos de disploidia con nimeros cromosomicos de 2n=14y

2n=16 respectivamente (Rockinger et al. 2016).

Asi como para V.stipulata para el resto de las especies de la familia Caricaceae los
mecanismos de poliploidia no han interferido en los procesos de especiacion y diversificacion
manteniendose constante el niUmero cromosémico ancestral.Sin embargo, en las especies de los
géneros Jarilla y Horovitzia si se han dado procesos de rearreglos cromosémicos como fusiones

originando numeros cromosomicos menores (Antunes, 2015).

Con los resultados obtenidos se determin6 que V. stipulata presenta un cariotipo con una
férmula cariotipica 18m ya que todos sus cromosomas fueron metacéntricos. Esto coincide con los
datos encontrados por un estudio de Santa et al. (2014) en donde se estudiaron las caracteristicas
de los cromosomas de cinco especies de Vasconcellea (V. goudotiana, V. quercifolia, V.
cundinamarcensis, V. monoica y V. cauliflora) y en todas ellas a excepcion de una (V. monoica)
presentaban un cariotipo con una férmula 18m, con pares cromosdmicos metacéntricos.
Generalmente, las especies pertenecientes a un determinado género taxondmico presentan
caracteristicas similares en sus cariotipos (Arroyo, 2014) por lo que se explica los resultados

obtenidos de V. stipulata respecto a otras especies del género Vasconcellea.

Las mediciones realizadas con dos softwares citogenéticos son coincidentes y corroboraron
los datos encontrados. Mediante el software MicroMeasure el tamafio del cromosoma mas grande
fue de 2.44+0.056 u y el del cromosoma mas pequefio de 1.274+0.041u mientras que con el

software Karyotype Analysis el tamafio del cromosoma mas grande fue de 2.33+0.22 u y del
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cromosoma mas pequefio de 1.30+0.14 u. Por otro lado, el tamafio total del set cromosomico fue
de 33.38+ 0.803 i con MicroMeasure y de 32.84+0.28 u con Karyotype Analysis. Pueden existir
diferencias en las mediciones de los cromosomas debido a diferentes grados de condensacion ,y a
la presion ejercida sobre la muestra entre otros, que afectan sobre todo a cariotipos con cromosomas
pequefios (Sybenga, 1992). Sin embargo, con las 35 mediciones realizadas se disminuyeron estos
errores. Los valores encontrados de la longitud de los cromosomas en V. stipulata son similares a
los valores encontrados en el estudio de Santana et al. (2014) con otras especies de Vasconcellea,
incluso se asemejan al tamafio de los cromosomas de C. papaya en donde el cromosomas mas

grande y el mas pequefio miden 2.29 u y 1.52 u, respectivamente.

Cabe mencionar que no se detecto la presencia de cromosomas heteromorficos que pudieran
sugerir la existencia de cromosomas sexuales. Todos los pares de cromosomas homdlogos
presentaron similar tamafio. Esto es debido a que en la mayoria de las plantas angiospermas el sexo
de las plantas esta determinado por genes autosémicos y tan solo en algunos casos por la presencia
de cromosomas sexuales. Ademas pocas especies de ciertos géneros dentro de las familias
Cannabinaceae, Caryophyllaceae, Curcubitaceae y Loranthaceae poseen cromosomas sexuales
heteromdrficos, mientras que la gran mayoria presentan cromosomas sexuales homoméorficos (de
caracteristicas morfologicas similares) (Charlesworth, 1998). En el caso de C. papaya tampoco se
han encontrado pares heteromorficos concluyendo que la determinacion del sexo puede ser debida
a factores citoplasmaticos que no pueden ser detectados por técnicas citogenéticas tradicionales

(Datta, 1971).

El valor encontrado para la longitud total haploide (THL) fue de 16.42+0.14 y muy similar

a los valores encontrados por el estudio de Santa et al. (2014) en especies de Vasconcellea en donde
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se aproxima al valor de THL de V. quercifolia siendo este de 16.18 p. Similares son también los
valores encontrados del indice centromérico (CI) para V. stipulata que estan entre el rango de 0.45
y 0.46 (Tabla 13 y Tabla 15) al igual que V. cauliflora (0.457), V. quercifolia (0.459), V. monoica

(0.437), V. cundinamercensis (0.461) y C. papaya (0.454) (Santana et al., 2014).

Hay que tener en cuenta que el parametro de la longitud total de los cromosomas, TCL, es
con frecuencia utilizado para la comparacion de especies similares (Mekki & Badr, 2007) , pero en
muchos de esos estudios no se tiene en cuenta que no es un parametro estable (Jena & Sahoo,
2003), por lo que los valores encontrados para V. stipulata (Tabla 13) deben ser utilizados

cuidadosamente en estudios posteriores.

Guerra (1986) utilizo el indice centromérico (CI) y la relacion de brazos (r), para la
clasificacion de los cromosomas en cuatro tipos: metacéntricos ( r:1.00-1.49 y CI:40.1-50.00),
submetacéntricos (r:1.50-2.99 y CI:25.1-40.0), acrocéntricos (r: 3.00-7.00 y CI:0.01-25.00) y
telocéntricos (r:co y CI:0). Esta clasificacion de acuerdo con el autor es de gran utilidad
especialmente para cromosomas pequefios. Ademas, la clasificacion de Levan et al. (1964) es la
mas utilizada para establecer el tipo de cromosomas. Los valores que se obtuvieron de relacion de
brazos y del indice centromérico determinan que los cromosomas de V. stipulata son metacéntricos
de acuerdo con los rangos propuestos por ambos tipos de clasificacion (Tablas 14, 15y 17). Este
resultado es observable también en el cariotipo e ideograma obtenido a partir de las 35 mediciones

realizadas (Figuras 31, 33y 34).

En cuanto a la simetria del cariotipo Levitsky (1931) propuso que un cariotipo simétrico es
aquel en donde el centrémero de los cromosomas se encuentra centrado y el tamafio de todos ellos

es homogeéneo. Entre varios de los indices de asimetria se encuentran el porcentaje de la forma total
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(TF%), el indice Syi y el indice Rec. El valor para el porcentaje de la forma total (TF%) encontrado
para V. stipulata fue de 46.66+0.35 que al estar proximo a 50 tal como Huziwara (1962) propone
, se trata de un cariotipo altamente simétrico. El valor encontrado para el indice Syi fue de
87.5441.21 que de acuerdo a lo propuesto por Greihuber y Speta (1976) es un cariotipo simétrico
por que la media de los brazos cortos coincide con la media de los brazos largos. El indice Rec
propuesto también por Greihuber y Speta (1976) compara la media de la longitud de cada
cromosoma con la longitud del cromosoma mas grande expresado en porcentaje. EIl valor
encontrado para V. stipulata fue de 74.89+1.35 ,valor que indica un alto grado de simetria

cariotipica.

En las angiospermas, los cariotipos que presentan una alta simetria se dice que son mas
ancestrales que los cariotipos con un nivel de asimetria elevada, en donde se han dado eventos de
cambios en el complemento cromosémico como la variacion de la posicion del centrémero,
translocaciones y fusiones, entre otros. (Chiavegatto et al., 2016). Por lo tanto, con los valores de
asimetria encontrados en el presente trabajo se deduce que el cariotipo de V. stipulata no ha sufrido
grandes modificaciones en su historia evolutiva manteniéndose estable, dado que es altamente

simétrico.

Existe un método de analisis de agrupamiento denominado UPGMA, el cual se basa en
parametros cariotipicos como TLH, TF%, indices Rec y Syi y longitud total del cromosoma (TCL)
que fue utilizado por Santana et al. (2014) para evaluar la relacion de parentesco entre cinco
especies de Vasconcellea con C. papaya. Los datos obtenidos en este trabajo podrian ser utilizados
igualmente para realizar analisis evolutivos que permitan evaluar el parentesco entre V. stipulata y

sus posibles parentales.
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Los estudios citogenéticos son de gran utilidad en diferentes ramas de las ciencias, por un

lado, contribuyen con la taxonomia y con la biologia evolutiva para conocer las diferencias entre
especies y los caminos evolutivos de cada una de ellas. Por otro lado en el area de fitomejoramiento
facilita la manipulacion de los genotipos con el objetivo de obtener especies mejoradas y de alto
rendimiento (Arroyo, 2014). Con la informacion presentada en este estudio se establecen las bases
del cariotipo de V. stipulata uno de los posibles parentales de V. x heilbornii (babaco). Ciertos
aspectos como el nimero cromosdmico son coincidentes entre el jigacho y babaco que en principio

seria suficiente para realizar cruzamientos interespecificos entre estas especies.

Este trabajo representa un gran avance en la citogenética de V. stipulata. Se pudieron
determinar distintos parametros citogenéticos como un protocolo para la visualizacion de células
metafasicas, pardmetros del cariotipo tales como la longitud de los cromosomas, relacion de brazos,
indice centromérico, valores de distintos indices de asimetria, el cariotipo de los cromosomas y
adicionalmente el ideograma (Aiassa et al., 2015). Todos estos parametros establecen las bases
para iniciar estudios de la historia evolutiva de V. stipulata y de las especies con un parentesco

cercano.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

Se utilizd una técnica citogenética tradicional, “squash” o aplastamiento, que permitio la
tincion completa de los cromosomas y una buena dispersion de los mismos evitando
sobrelapamientos. Los resultados obtenidos permitieron comprobar que V. stipulata presenta un
ndmero gamético n=9 y un nimero somatico 2n=2x=18 como la gran mayoria de las especies de

la familia Caricaceae

El mejor tratamiento para la observacion de cromosomas metafasicos utilizado en la
determinacion del numero cromosémico y del indice mit6tico fue con un pretratamiento de 8-
hidroxiquinoleina 0.002 M por 4 horas en frio (4°C), una fijacion con etanol: &cido propidnico
(3:1) durante 24 horas en frio (4°C), digestion enzimaética con pectinasa 20% y celulasa 2% durante

2 horas a 37°C y una tincion final con lacto-propiono-orceina durante una noche en frio (4°C).

Para la caracterizacion cromosdmica se realizaron ciertos cambios en el protocolo basico
previamente determinado para obtener mejores imagenes de los cromosomas metafasicos
(digestion enzimatica durante 4-5 horas, tratamiento hipoténico con 75 mM KCI y utilizacion de

vapor para la dispersion de los cromosomas).

La hora de mayor indice mitotico encontrado fue a las 07:30 de la mafiana con un indice

mitotico parcial (IMp) de 9.31% y un indice de fase metafasica (IFm) de

La férmula cariotipica encontrada fue 18m, con todos sus cromosomas metacéntricos. El
tamafo de los cromosomas esta comprendido entre 2.44 uy 1.27 u . El promedio de la longitud

total del cariotipo (TCL) es de 33.38 .
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Los valores obtenidos en los pardmetros de simetria fueron para la forma total TF(%) de
46.66 +0.35, para el indice Syi 87.54 +1.21 +y para el indice Rec 74.89+1.35, todos ellos

sefialando que se trata de un cariotipo simétrico.

Se determinaron las caracteristicas cromosomicas de V. stipulata, datos que con futuros
estudios morfoldgicos y con ayuda de la filogenia molecular permitiran entender los procesos de

divergencia y especiacion de esta especie dentro del género Vasconcellea.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Aplicar el mismo estudio a profundidad con V. x heilbornii y con V. pubescens para realizar
estudios comparativos que permitan esclarecer el verdadero origen del babaco y establecer las

bases para posibles programas de mejoramiento de dicho cultivo.

Es necesario continuar con el estudio de los cromosomas con técnicas citogenéticas mas
avanzadas como la utilizacion de un microscopio electrénico de barrido para el estudio mas

detallado de la morfologia o mediante la técnica FISH para el estudio de los genes presentes.

Utilizar sustancias quimicas sincronizadoras, como la hidroxiurea, con el fin de aumentar
el nimero de células metafasicas que faciliten la visualizacion de los cromosomas dado que el

indice mitético de V. stipulata es bajo.

Continuar los estudios citogenéticos de ser posible tratando de conseguir semillas de jigacho
que presenten una elevada tasa de germinacién y estandarizar un protocolo in vitro para obtener
una fuente continua de raices para los estudios citogenéticos las cuales ademas presentan un mayor

indice de mitosis.

Para poder diferenciar con seguridad entre grupos poblacionales interespecificos son
necesarios ademas estudios a nivel genético, ya que estudios morfoldgicos a pesar de que pueden

ayudar a explicar la diversidad intraespecifica no son estadisticamente seguras.
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