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RESUMEN Los estudios citogenéticos son una herramienta paierir en modelos
evolutivos, delimitar especies y detectar hibridaes. En este género se han comprobado
hibridaciones entre especies parentales a la edpelyilepisincang lo cual puede causar una
disminucién en su potencial evolutivo. Se recolectaplantulas en tres poblaciones del
Ecuador: El Inga, Papallacta y El Angel, las cuatesestran distintos niveles de injerencia
humana. A partir de la generacion y obtencion d=esaen la zona de aclimatacion, se aplico
un pre tratamiento a las raices en base a agudadasa 4° C, pH 5.8 por 24 horas, una
fijacion con Carnoy [3:1] por 24 horas, una higiglicon HCI [1N] por 25 min a 60° C y una
tincion con Acetocarmin al 1 %, realizando lavadoa agua destilada pH 5.8 entre cada
proceso. En este estudid se consiguidé determinparr de 225 conteos (75 de cada
poblacion), el niamero cromosémico preciso de lae@spPolylepisincana, de las tres
poblaciones analizadas, con un valor de 2n = 4@eaeiando un nivel de ploidia hexaploide
para esta especie (2n X)6en base al nUumero cromosomkKe 7 de la familia Rosacedes

vital crear estrategias y fortalecer estudios qoertan al andlisis poblacional de especies
vulnerables y a su conservacion, realizando plategseforestacion tecnificada, puntos
necesarios para equilibrar los ecosistemas ando®ospales son generadores y controladores
de vida.

Palabras Clave:Ecuador, nUmero cromosomico, poliploidPalylepis incana

ABSTRACT Cytogenetic analyses are used to infer evolutionamycesses, delimiting
species and detecting hybridizations. In this tdikations between parental species to the
Polylepisincana specie have been detected, which may cause aadecire its evolutionary
potential. Seedlings in three regions of Ecuadaeveellected, The Inga, Papallacta and The
Angel, which show different levels of human inteeflece. From the generation and
production of roots in the acclimation area, aneament with distilled water at 4° C, pH 5.8
for 24 hours was applied to the roots, a fixatiathvCarnoy [3:1] for 24 hours, hydrolysis
with HCI [1N] for 25 minutes at 60° C and a stainedh 1 % Acetocarmine performing
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washed with distilled water pH 5.8 between eaclcgss. In this study it was possible to
determine, from 225 counts (75 for each populatitrg precise chromosome number of the
species Polylepis incana, from the three analyzaglulptions, with a value of 2n = 42,
showing a level of ploidy hexaploid for this spe¢&n = 6x), based on the chromosome
numberX = 7 of the Rosaceae family. It is vital to cresti@tegies and strengthen studies that
contribute to the population analysis of vulneragpecies and their conservation, creating
plans of technified reforestation, points needetialance the Andean ecosystems, which are
generators and controllers of life.

Key words: Chromosome number, Ecuador, poliploiylylepis incana

. INTRODUCCION

Alrededor del mundo, se buscan estrategias efesguaira conservar ecosistemas, que
estan desapareciendo por efectos antropogénicestatir e indirectos. Los bosques de
Polylepis [poly = muchas,lepis = capas], son ecosistemas susceptibles y subssCi
creando microambientes para especies de floranafaademas son reguladores intrinsecos
del aguaPolylepises el género arboreo que domina altitudes engr8 @00 a 5 000 metros
(Simpson, 1979; Kessler, 2007). La actual clesifign de este género se basa en su
morfologia, produciendo una serie innecesaria tdigisiones. En la actualidad los bosques
de Polylepisque aun existen, estan siendo deforestados pteadex zonas de pastoreo y
agricultura, lo cual afecta substancialmente larueira del suelo, disminuyendo su
capacidad de proteccion y regeneracion (Heretead, 2011b).

En Ecuador se realizan procesos de reforestacivestasa informacion acerca de las
plantas a ser introducidas. El proceso de hibrigleentre plantas de un mismo género esta
comprobado, por lo que es deseable que las pob&xiseleccionadas, a ser forestadas o
reforestadas, contengan la mayor diversidad gendtasible, pero dentro de la misma
especie, de tal manera, que se pueda asegurartegiciad evolutivo de la especie a ser
intervenida (Levitus,et al, 2010). Es necesario analizar que no exista gremtia de
poblaciones introducidas en la supervivencia de@ep nativas y endémicas, ya que causan
introgresiones, sometiendo a las especies natiyaerder sus rasgos fenotipicos (Hedrick,
2001).

La mezcla de poblaciones genéticamente diversas @socedimiento comun en los
esfuerzos de restauracion. En este contexto, taslies citogenéticos aportan informacion
importante para disminuir los riesgos de crucegegiblaciones, con variacion cromosémica
intraespecifica. Esto ocurre debido a una caraei@dn citoldgica inadecuada, muestreos
incompletos, que no demuestran la magnitud de pacgs investigada y la prevalencia de
variacion cromosomica de las especies introducifiado esto sugiere, el aumento de la
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probabilidad de que los descendientes heredenriaci@ cromosémica intraespecifica, y
por lo tanto sean menos aptos para adaptarse adia (Beverns & Liston, 2008).

Conocer el nimero de cromosomas de una espegcigpestante para los esfuerzos de
proteccion ambiental, pero también para generar etoedque sirvan para estudios
posteriores. En este caso se escogid a la edpelsiepis incanapara determinar el nimero
cromosémico en tres poblaciones del Ecuador, Eh,Iiegpallacta y El Angel, lo cual
permitira esclarecer a la hipotesis sobre el ndeslploidia de esta especie, asi como su
posible hibridacion con otras especies.

Il MATERIALES Y METODOS
Fase de campo

Las plantulas d@. incanase colectaron evitando el estrés por manipula8eérutilizaron
herramientas que facilitaron el manejo de las plasf ademas del uso de materiales para no
dafarlas. Se realiz6é el geo posicionamiento deségsores analizados (Figura 1), utilizando
un GPS de tres poblaciones en el Ecuador, El IRgdificha), Papallacta (Pichincha) y El
Angel (Carchi). En cada poblacion se colectarontplas entre 10 y 15 cm de longitud, a una
distancia de 10 m entre cada una.

° L J San Gabod

San Mgue

o
Y
39
3 ¥
39

Figura 1: Vista satelital a una altura de 20 Km, Polylepisiie — El Angel (anaranjado),
Papallacta (azul), Hacienda Inga Raya — El Ingar@do), (Schneider, 2013).
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Establecimiento de plantulas en la zona de aclimatan

En los pasillos de los Laboratorios de Cultivo dagidos Vegetales se establecid la
zona de aclimatacién, en donde se mantuvieron lEastytas colectadas, las condiciones
necesarias para su supervivencia. Primero, se lquitérra original de su sitio de recoleccion,
evitando dafar y arrancar las raices de las pmt@legundo, se prepar6 una soluciéon con el
enraizador Multiraices® a una concentracién de 1Lthl(Montalvo, 2013). Tercero, se
agrego la mezcla preparada de turba, tierra negaagajo en proporciones 2 : 1 : 1, junto con
las plantulas que reposaron en el enraizador ponitGtos, a macetas plasticas de 1 L, a las
cuales se realizaron cinco agujeros de 5 mm deetiénen su base. Cuarto, se colocé tres
macetas en cada bandeja plastica, para que la ftemego sea por inundacion.

En este estudio se aplicé para el control de hongasmezcla de Baczim 5 g'ly
Captan 5 g L}, y para el control de insectos Sapolio® en dosisomendadas por el
fabricante. Las fitohormonas utilizadas para proenda formacion de brotes fueron Bencil
Amino Purina (BAP) a 5 mgty Brasinolida (BRA) a 5 mgt, en aspergeos quincenales.
Para el riego de las plantulas se utilizé el méfopaloinundacién o absorcién, de una mezcla
de enraizador Multiraices®, a una concentraciéf dd L™, con una frecuencia de riego de
15 dias en invierno, y en verano cada 10 dias.

Coleccion raices y pre tratamiento

Se sigui6 el protocolo segun Quijigt, al, (2010), la cual sefiala que se debe colectar
raices de 1 a 2 cm de longitud, en el horario 80 @:9:30 de la mafiana. Utilizando pinzas
limpias, microtubos llenos de agua a 4°C y pH é&8una termo nevera portatil con hielos. Se
colect6 raices gruesas y de punta con ligera aMoraverdosa, evitando la coleccién con
tierra, por lo que se lavo las raices antes dedntirlas al tubo. Se seleccionaron las mejores
raices, 4 por cada individuo, introduciéndolas adacmicrotubo. Una vez terminada la
coleccion de raices se coloco las muestras egeedigion a 4° C por 24 horas.

Fijacion con carnoy

Se midi6 tres partes de etanol al 99 % almacenadt®%C y una parte de acido
acético glacial, la preparacion se la realizé6 edmu momento de la fijacion, porque no se
debe almacenar la preparacion. Se extrajo el aguasdmicrotubos de 0,5 ml y se colocé el
fijador Carnoy (250 a 30fl), almacenando las muestras a 4° C por 24 horas.

Lavado de carnoy
Se extrajo el fijador Carnoy totalmente de los otigbhos, se afiadié agua destilada a

las muestras (350), las muestras fueron sometidas a centrifuga@@hRPM por 3 minutos
a temperatura ambiente (20° C), los lavados seaeah por tres ocasiones.
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Hidrélisis con acido clorhidrico

Para la hidrdlisis se extrajo el agua que se atgliara hacer los lavados y se afadio
una solucidon de HCI 1 N, colocando las muestrasl éermo bloque por 25 minutos a 60° C,
para este paso se precalentd el termo bloque bastaer la temperatura necesaria. La
solucion de HCI se preparé de la siguiente manera:

Lavado de acido clorhidrico

Se extrajo el HCI totalmente de los microtubosaf&adio agua destilada a las muestras
(350 ul), las muestras fueron sometidas a centrifugadd®® RPM por 3 minutos a
temperatura ambiente (20° C), los lavados se ezahzpor tres ocasiones.

Tincién con acetocarmin

Para el proceso de tincion se preparo una solw@oAcetocarmin al 1%, la cual se
realizo de la siguiente manera:

Se agreg0 1gr de Acetocarmin a una solucién de aciético al 45 % (45 ml de acido
acético en + 55ml de agua destilada), al enfriare@acend a 4° C.

Para afiadir el colorante se extrajo el agua dehdltavado y se coloco 350 de
Acetocarmin. Después de la tincion, se dejé regomaun minimo de 1 hora y un maximo de
2 horas a las raices con el colorante a temperatabgente (20° C). Finalizado este periodo,
se almacenaron los microtubos a temperatura dgeedcion (4° C).

Preparacion de placas

Se extrajeron las raices de los microtubos almaosna 4° C en porta objetos, una
raiz a la vez. Con la ayuda de un bisturi se darpunta de la raiz tefiida observada desde el
estéreo microscopio, eliminando la zona piliferalay zona de alargamiento, dejando
Gnicamente la zona apical. Con un cubre objetosubeid la punta extraida y se aplasto
dando leves golpes para dispersar el tejido (claf@cales en metafase). Finalmente se
ejercio presion con el dedo pulgar para dispers@imente el tejido (técnica squash) y
obtener un solo plano de observacion.

Observacion microscopio

La observacion se realizé en un microscopio opfectuando un barrido completo de
los campos Opticos de las placas obtenidas. Cagyuda de la camara y aditamento optovar
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magnificador del campo o6ptico (1x, 1,25x, 1,6x y) e obtuvo una imagen a 1 250 X,
capturando las imagenes de las células y sus comnassen metafase.

Analisis de datos

En esta investigacion se realiz6 el conteo cromasprde muestras radicales de
plantulas aclimatadas de la espdgigncana Para la comparacion del nimero cromosémico
se analiz6 entre los puntos de cada poblacionng éad poblaciones aplicando el programa
InfoStat 2012, obteniendo datos los cuales fueoonesidos a analisis estadisticos (ANOVA
y LSD de Fisher), de los promedios resultantes Estudio esta canalizado a la obtencion no
subjetiva de datos y fortalecer los argumentosdestigaciones anteriores, para dilucidar el
namero de cromosomas de esta especie alto andina.

. RESULTADOS

La aclimataciéon de las plantulas para el desard#l@sta investigacion fue exitosa. Para
los hongos, la aplicacién de Baczim 5§ ¥ Captan 5 g ' en aspergeos semanales, a las
8:00 am y a las 16:00 pm, disminuyeron en granidaehitsu propagacion. Otro problema que
se logro controlar, es la incidencia de insectogigieiales para el desarrollo de las plantulas
de Polylepis se decidié atacar este problema con el inseati8apolio® casa y jardin mata
plagas. Se obtuvieron resultados alentadores gpeli@dos de riego que se realizaron en las
plantulas ddolylepisincana.

La solucién de enraizador 1 mi*Lfue sobresaliente para la generacién de raiees. S
esperd de dos a tres meses, para observar ratresaglque se acoplen al requerimiento del
protocolo de Quijia (2010). Durante la etapa dératiacion y enraizamiento se trabajé con
un total de 268 plantulas @&olylepis incanaSe logré mantener un numero mayor de plantas
a lo establecido como la muestra minima para estedie (15 por poblacion). La tasa de
mortalidad de la especie estudiada en la zona limagacion fue del 22 %. El total de
conteos cromosomicos fue de 225, los cuales serayenea partir de cinco conteos por
planta, cinco plantas por punto (tres puntos pbitgmion), de un total de tres poblaciones (El
Inga, Papallacta y El Angel).

Poblacién El Inga

Realizado el conteo en las placas analizadasr@Rjy se obtuvo el nimero promedio
de cromosomas de cada planta (Figura 3), ademasaloses promedios por punto o
coordenada 17 M 803831 9964226 (3 592 m.s.n.ne)d&40,88, para la coordenada 17 M
804375 9962941 (3 698 m.s.n.m.), fue de 41,64 & [zacoordenada 17 M 804552 9962327
(3 712 m.s.n.m.), fue de 41,44 (Figura 4). El vadaymedio obtenido de la Poblacién de El
Inga es de 41, 32, equivalente a 2n = 42.
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Figura 2: Fotografias de cromosomas metafasicoBalglepis incanacorrespondientes a la Poblacion de El
Inga a) 1.B-P1.4-4-42-1 250X. b) 1.B-P2.3-5-42-10%5 c) |.B-P3.2-4-42-1 250X. Se observa 2n = 42 blarra
representa 3 micrometros (Software Infinity Analge
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Figura 3: Promedios de conteos cromosdmicos de cada plafaldepis incanan la poblacion de El Inga.

Figura 4: Promedios de los puntos o coordenadB.dacanaen la poblacién de El Inga.

419449
41664 8
w
o AB
] 3
£ 41,391
[+)
(6]
41111
A
40,33 _—
1 3 2
Puntos |.B.
« | 40,88 25 0,25 A
3 41,44 25 0,25 A B
2 41,64 25 0,25 B




CONTEO CROMOSOMICO DE LA ESPECIE Polylepis incanaNETRES POBLACIONES DEL
ECUADOR (El Inga, Papallacta, El Angel) A PARTIR DMERISTEMOS RADICALES

2013

La figura 3, indica que las primeras 5 pertenedepriener punto, las siguientes 5
plantas pertenecen al punto 2 y las ultimas 5 atapertenecen al punto nimero 3. Mediante
esta imagen podemos observar que la mayoria gedosedios de cada planta, se encuentran
en el intervalo de 41 a 42 cromosomas. En la figuise observan dos grupos, A (punto 1) y
B (punto 2), en el caso del punto 3, este punta@yeertenecer tanto al grupo A como al
grupo B. Gracias a la prueba ANOVA estos gruposmestran diferencias significativas,
obteniendo un valor p del 9 %, este valor al seyanal 5%, rechaza la hipotesis alternativa
Ha y acepta la hipotesis nula Ho, esto represem¢ang existen diferencias significativas
entre los valores de los grupos A y B, de contemsnosOmicos entre los puntos de
recoleccion de la poblacion El Inga.

Poblacién Papallacta

A partir del conteo en las placas analizadas (Bi§)r se obtuvo el nimero promedio
de cromosomas de cada planta (Figura 6), ademasaloses promedios por punto o
coordenada 17 M 808854 9964678 (3 736 m.s.n.ne)d&41,68, para la coordenada 17 M
808228 9965683 (3 747 m.s.n.m.), fue de 41,68 & [zacoordenada 17 M 807233 9966355
(3 691 m.s.n.m.), fue de 41,68 (Figura 7). El vgdasmedio obtenido de la Poblacion de
Papallacta es de 41, 68, equivalente a 2n = 42.

a = LP B | c =]

Figura 5: Fotografias de cromosomasmelylepis incanacorrespondientes a la Poblacidn de PapallactaPa) P
P1.1-4-42-1 250X. b) P.P-P2.1-1-42-1 250X. c) PF3-3-42-1 250X. Se observa 2n = 42. La barraesgmta
3 micrometros (Software Infinity Analyze®).
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Figura 6: Promedios de conteos cromosémicos de cada plafaidcanaen la poblacion de Papallacta.
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Figura7: Promedios de los puntos o coordenad®.dacanaen la poblacion de Papallacta.

Mediante la figura 6, se puede observar los proosedie cada planta, estos se
encuentran en el intervalo de 41 a 42 cromosomada Higura 7, se pueden observar las
medias de los tres puntos, se observa un grupdpu#o 1, 2 y 3). Gracias a la prueba
ANOVA estos puntos no muestran diferencias sigaiii@s, obteniendo un valor p del 99 %,
este valor al ser mayor al 5 %, rechaza la hipdt@sernativa Ha y acepta la hipétesis nula
Ho, esto representa que no existen diferenciagfisgfivas entre los valores de conteos
cromosomicos entre los puntos de recoleccion geldéacion Papallacta.

Poblacion El Angel

Realizado el conteo en las placas analizadas @R&jyise obtuvo el nUmero promedio
de cromosomas de cada planta (Figura 9), ademasaloses promedios por punto o
coordenada 18 N 167967 79034 (3 641 m.s.n.m.)dé&ud1,20 y para la coordenada 18 N
167876 79237 (3 683 m.s.n.m.), fue de 42,00 (FigMa El valor promedio obtenido de la
Poblacion de El Angel es de 41, 65, equivalente a 22.
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Figura 8: Fotografias de cromosomasRi@lylepis incanacorrespondientes a la Poblacion de El Angel a) E.A
P1.1-2-42-1 250X, b) E.A-P2.1-1-42-1 250X, c) E.3-821-42-1 250X. Se observa 2n = 42. La barra sgmta
3 micrometros (Software Infinity Analyze®).
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Figura 9: Promedios de conteos cromosémicos de cada plafalgepis incanaen la poblacion El Angel.
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Figura 10: Promedios de los puntos o coordenad® decanaen la poblacion de El Angel.

La figura 9, ilustra que la mayoria de los promedie cada planta, se encuentran en el
intervalo de 41 a 42 cromosomas, teniendo dos mim®ele plantas en el intervalo entre 40
y 41. En la figura 10, se observa un grupo A, ghraunto 2, y el grupo B abarca el punto 1y
3. Aplicando la prueba ANOVA estos grupos muestliderencias significativas, obteniendo
un valor p del 0,3 %, porcentaje que es menoral por lo que debemos aceptar la hipotesis
alternativa Ha, demostrando que existen diferena@gificativas en el numero de
cromosomas entre el grupo Ay B en la poblacié&ldéngel.

Analisis exploratorio de datos entre promedios degblaciones
El andlisis exploratorio de los valores obtenides abnteo cromosémico entre los

promedios de las poblaciones analizadas se rephré visualizar graficamente si existe
algun promedio que se encuentre fuera de los mites\vdefinidos en este estudio, toda esta
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informacion generada se plasmara en graficos quesagn a entender los limites de los datos
tabulados.

42,004
5 B
S
T 41501
3
A
41,00 .
1.B. EA. P.P.
Poblaciones
I.B. 41,32 75 0,12 A
E.A. 41,65 75 0,12 B
P.P. 41,68 75 0,12 B

Figura 11: Imagen que ilustra las medias de los conteos csémizos de cada poblacion Belylepis incana
en el Ecuador.

En la figura 11, se pueden observar las mediasslérés poblaciones analizadas en
este estudio 41,32 — El Inga; 41,68 — Papallact®54— El Angel. La figura 12 grafica los
promedios de cada punto de las tres poblaciones\@mas. Mediante esta imagen podemos
observar que la mayoria de los promedios, se etrameen el intervalo 41 a 42 cromosomas,
teniendo solo un promedio, de un punto de una pimian el intervalo entre 40y 41.

PROMEDIO PUNTOS DE MUESTREO

42 0-42,00

0 41,76

® 4162 441,68 4 41,68 4 41,68

0 41,44

@ 41,20

41
® 40,88

40

INGABAIO 1 INGA BAJO 2 INGABAJO 3 PAPALLACTA 1 PAPALLACTA 2 PAPALLACTA 3 ELANGEL 1 EL ANGEL 2 EL ANGEL 3

Figura 12: Imagen de promedios de conteos cromosémicos depratdo de muestreo de las tres poblaciones de
Polylepis incanan el Ecuador.
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Andlisis inferencial de datos entre promedios de fiaciones

Se procedi6 a realizar el andlisis de varianza,etaual se puede verificar si existen
diferencias significativas entre la variable depent® (nimero de cromosomas) y la variable
independiente (poblaciones), utilizando un nivelsdmificancia dex = 5 %. Se obtuvo un
valor p = 6 %, porcentaje mayor a 5 %, por lo qabetnos aceptar la hipétesis nula Ho,
demostrando que no existen diferencias signifieatentre los grupos establecidos A y B por
la prueba ANOVA, respecto al numero promedio denosomas de las poblaciones de los
puntos de recoleccion analizados.

En la poblacion del Inga Bajo el nimero de contpgspresentan 42 cromosomas son
56 conteos; 41 cromosomas 1 conteo; 40 cromosofhasriteos; 39 cromosomas 2 conteos;
y 38 cromosomas 6 conteos, dando un total parapedilcion de 75 conteos. Para la
poblacion de Papallacta el nUmero de conteos gseptan 42 cromosomas son 64 conteos;
41 cromosomas 2 conteos; 40 cromosomas 7; 39 coonassO conteos; y 38 cromosomas 2
conteos, dando un total para esta poblacién deviiteas. Para la poblacion de El Angel el
namero de conteos que presentan 42 cromosomagismneos; 41 cromosomas 0 conteos;
40 cromosomas 9 conteos; 39 cromosomas 0 cont&&cyomosomas 2 conteos, dando un
total para esta poblacion de 75 conteos (Figura 13)

200
81,8 %
180
Frecuencia promedio numero de
160 cromosomas por poblacién
42 | 41 | 40 | 39 | 38
140 1.B. 75
P.P. 64 2 7 0 2 75
120 E.A. 64 0 9 0 2 75
TOTAL| 184 | 3 26 2 10 | 225
100
80
60
40 11,6 %
4,4 %
. o E -
0 | m—] —— ﬁ
42 41 40 39 38

Figura 13: Imagen de la frecuencia de los promedios del ndmercromosomas de las tres poblaciones
estudiadas, El Inga (1.B.), Papallacta (P.P.) jlgel (E.A.) dePolylepis incanaen el Ecuador.

Es importante destacar que existe mayor numero atles dpara los conteos que
presentan nimeros pares 42, 40 y 38.
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IV. DISCUSION

Los bosques dBolylepisestan considerados como uno de los ecosistemasdiese mas
amenazados del mundo, (Cierjacks, 2007a; Hemtexh, 2011a) y es inminente la necesidad
de buscar estrategias eficientes para su conseérnvaEista especie forma parte de los
ecosistemas alto andinos, cumpliendo un rol fundéamh@ente a nivel ecoldgico, creando
microambientes, siendo el hébitat de varias espatgeflora y fauna y como uno de los
reguladores intrinsecos del ag®aincanaes la especie con la distribucion mas extensa en
nuestro pais, con rango altitudinal, entre 30000805metros sobre el nivel del mar
(Romolerouxeget al, 1996; Tropicos.org., 2013).

La mayoria de las plantulas colectadas se localizaerca de un arbol de la misma
especie, probablemente esto se deba a un efeataandél arbol madre, el cual favorece las
condiciones de temperatura, humedad y luz paraplé@stulas (Cierjacks, 2007a). Este
comportamiento se ha observado también en otraeciespde este génerB.(pauta y P.
sericeg, (Radagt al, 2011; Montalvo, 2013).

Para disminuir el impacto de organismos oportugistano hongos e insectos, se observé
que la aplicacién de Baczim 5g‘lde accion sistémica y Captan 5¢ He accién por
contacto, (Ecuaquimica, 2008), en aspergeos seesandisminuyeron notablemente la
propagacion de hongos a nivel foliar y en la sugertlel sustrato. En el caso de los insectos,
estos se controlaron con el insecticida Sapolio®.

La solucién de enraizador Multiraices® 1mt, lfue eficaz para incrementar el nimero y
la calidad de raices. De acuerdo a estudios argerfuijia (2010), las raices deben presentar
una coloracion verdosa en la parte apical, un tand&i2 cm de largo, un grosor de 1mm de
espesor, sin lastimaduras.

Durante la investigacion se corrobord la informaatenida por Quijia (2010), donde se
determin6 que el mejor momento del dia para retaleaices d@olylepises entre las 7:30 y
las 9:30 de la mafana. En el caso de este tradmjatificoO que alrededor de las 8:00 y 8:30
era el periodo donde se aumenta la probabilidadndentrar células en metafase con sus
cromosomas condensados, el cual fue punto es@acakl conteo de los mismos.

El pre tratamiento realizado en este estudio, &igali protocolo de Quijia (2010) y
Montalvo (2013). Este pre tratamiento se basa ardisminucion de la energia de separacion
cromosomica, introduciendo agua destilada helad&Cay pH 5,8, al sistema de division
celular (Orrillo & Bonierbale, 2009).

La adecuada concentracién de acido acético y dl@hproporcién 3:1 y el tiempo de
permanencia de la muestra en este liquido fue iauper para los resultados esperados
(Rodriguez & Portieles, 2003; Quijia, 2010). Encako del génerBolylepis, Quijia (2010)
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estandariz6 estos parametros a 60°C por 25 minutiigando HCI 1N, los cuales fueron
seguidos por Montalvo (2013), en plantas del migémero, pero de la espeélepautay P.
sericea por lo que se aplicé tambiérPaincana presentando buenos resultados.

Durante esta investigacion se observo que es nmexregee el proceso de aplastamiento
sea rapido y cuidadoso, ya que el acido acétictojah Carmin (Acetocarmin), pueden
degenerarse y oxidar las muestras, por lo que seeagpnecesario, mantener la cadena de frio
4°C, con la ayuda de una termo nevera portatisadigrante y después de la aplicaciéon de la
técnica squash (Quijiat al, 2010; Montalvo, 2013).

A pesar de la importancia que posee este géneeo gsuecies de flora y fauna, las
poblaciones dePolylepis han disminuido de manera alarmante en los ultit®sanos.
Polylepisincana se encuentra en la Lista Roja de Especies Ameasazadmo Vulnerable,
por causa de la quema Yy tala, para la obtenciécad®n vegetal (IUCN, 1998). Se conoce
que el 98% de la cobertura original de estos basdpzeido disminuyendo en el dltimo
milenio.

El géneroPolylepis y la especidé. incana presentan una larga historia de procesos de
hibridaciéon tanto naturales como mediados por ehlite. Romolerux (1996) describid
hibridos entreP. pautay P. incana en Mojanda Segovia — Salcedo (2006) propone la
existencia de hibridos por la introduccion de egseforaneasR. racemospa Entonces es
necesario comparar el nimero cromosémico entrevithahs de cada poblacion y entre
poblaciones, ubicadas en diferentes localidades, genfirmar el estado citogenético de esta
especie.

El nUmero cromosdmico obtenido en este estudioirmoafun alto nivel de ploidia de la
especieP. incana Seguin Schmidt — Lebuhn y colaboradores (2010hUetero basico de
cromosomas de este género tendria un valot de20, entonces, tomando como base éste
namero, la especiacanaestaria en el rango de (2x). Desde el punto da disla familia de
las Roséaceas, las cuales presentan como numeroXlbasgé entonces se consideraria a la
especidncanacomo hexaploide (2n =% (Segovia-Salcedo, 2011). Estos niveles de plpidia
indican los cambios generacionales que han ocumideias a la adaptacion a nuevas
condiciones ambientales (Montalvo, 2013).

Al analizar los porcentajes en relacion al nUmer@m@mosomas, se obtuvo un 81,8 % de
conteos que corresponden a células que poseemddsomas y un 18,2 % de conteos, que
corresponden a células que contienen entre 41gyd@Bosomas. Los porcentajes mas bajos
pertenecen a conteos o células que poseen un ndimeromosomas impar, 41 (1,3 %) y 39
(0,9 %), mientras que 40 y 38 cromosomas tiend &l % y el 4,4 % correspondientemente.
La tendencia potencial (Figura 13) es clara, paye existe una posibilidad mayor al 80% de
encontrar 42 cromosomas en conteos que se reaitaglulas metafasicas de la especie
Polylepisincana
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V. CONCLUSIONES

Las plantulas muestreadas cerca de semillerogti#ea adultos, se establecieron
eficazmente en la zona de aclimatacion, cerca dé2ét de supervivencia de estas plantas,
formaron la linea base para el desarrollo de attgli®.

La utilizacion del sustrato en base a turba,dieegra y cascajo, en proporciones 2 : 1
: 1 correspondientemente, fue eficaz como matatititivo, de soporte, y ademas brindé la
porosidad necesaria para el crecimiento de lasgale las plantulas.

El uso de enraizadores tales como: Multiraices®LIty Activa 1ml L, generaron
raices idoneas, en un tiempo entre 2 a 3 meseate tlefase de muestreo en campo.

La hora establecida para la recolecciéon de lagsaide las plantulas aclimatadas, fue
afirmada en este estudio, las cuales oscilan ¢éaar&@:30 y las 9:30, teniendo como mejor
hora de recoleccion entre las 8:00 a 8:30, en iatgevalo de tiempo se obtuvo la mayor
cantidad de células en metafase.

Se comprobd que las plantulas @®lylepis incana, recolectadas en las tres
poblaciones El Inga, Papallacta y El Angel, no @nésban hibridaciones con otras plantulas,
ya que aplicando el método estadistico entre pmslas no se encontré diferencias
significativas con un valor p = 6%, entre sus praid& cromosomicos.

Se determind el nimero cromosémico exacto deplecgPolylepisincanaa partir de
muestras de meristemos radicales de tres poblacoteieEcuador, de las cuales se obtuvo el
valor 2n = 42 cromosomas.

Los conteos cromosomicos nos permitieron difeensi existen diferencias entre
individuos de un mismo género, los cuales puedeseptar similitudes morfologicas o
determinar la existencia de hibridaciones entre@sp parentales.

Se corroboré la informacién generada por varibsdéss anteriores, respecto al nivel
de ploidia de este género, el cual tiene como mirheseX = 7, lo que nos permitio
determinar que la espedlylepisincanaes hexaploide.

Se analizé minuciosamente el nimero de cromosom&®lgllepis incanaen relacion a
su distribucion geografica, en lo cual, no se etréatiferencias o variaciones en el citotipaje
de esta especie.

Existe una probabilidad mayor al 80% de encontkacbmosomas en conteos que se
realicen en células metafasicas de la espgaaigepisincana
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