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RESUMEN

La determinacién del nivel de ploidia de plantas androgénicas es de importancia para la
formacion de hibridos dentro de las técnicas de mejoramiento genético de plantas. El
presente estudio, realizado con 21 plantas androgénicas de aguaymanto (Physalis
peruviana L.) tuvo como objetivos determinar la ploidia mediante técnicas citogenéticas
(conteo de cromosomas con tinciobn DAPI y citometria de flujo) y caracterizar sus
estructuras florales (Largo de gineceo, ancho de ovario, viabilidad de grano de polen, area
de caliz y corola) y morfoldgicas (largo, ancho y densidad de estomas; diametro de grano
de polen). A través del conteo de cromosomas y la citometria de flujo se evidenciaron
diferentes niveles de ploidia: 71.42% fueron dihaploides, 23.80% tetraploides y 4.78 %
hexaploides con 24, 48 y 72 cromosomas, los cuales, presentaron 6.29, 13.16 y 20.27 pg
de ADN respectivamente. Asimismo, el largo (y=1.34x+16, r’=0.8624, p<0.05) y ancho
(y=0.73x+14.74, r?=0.8882, p<0.05) de estomas, aumentaron significativamente a
medida que se eleva el tamafio del genoma. No obstante, la densidad estomatica
(y=580.39-26.46x; r>=0.7344, p<0.05) declina significativamente respecto a mayores
niveles de genoma. Dentro de la evaluacion de los 6rganos florales, se observé la
reduccidn significativa del grupo 2x respecto a los otros grupos 4x y 6x; sin embargo, el
grupo 6x no mostré diferencias estadisticas respecto a los 4x. Por otro lado, solo el
didmetro de polen del grupo 6x fue superior a los otros grupos 2x y 4X; en consecuencia,
el nivel de ploidia se puede determinar a través de la densidad y de las dimensiones de las
estomas. En etapas mas avanzadas de la planta las variaciones a nivel de la estructura
floral son importantes para confirmar la reduccién del nivel de ploidia; de esta manera,
las pruebas del conteo de cromosomas y citometria de flujo en hojas jovenes son

complementarias.

Palabras clave: Citometria de flujo, ploidia, aguaymanto, cromosomas.



ABSTRACT

The accurate identification of the ploidy level of androgenetic individuals is a critical
point in plant breeding. Therefore, the aim of this study is to characterize 21 androgenic
lines of aguaymanto through cytogenetic techniques (chromosome counting with DAPI
and flow cytometry), stomatal parameters (length, width and density), morphological
characterization at the floral level (Length of gynoecium, width of ovary, calyx and
corolla area), diameter and viability of the pollen grain. Chromosome counting and flow
cytometry revealed different levels of ploidy: 71.42% were dihaploid, 23.80% tetraploid,
and 4.78% hexaploid with 24, 48, and 72 chromosomes and they also had 6.29, 13.16 and
20.27 pg of DNA content, respectively. Likewise, the length (y=1.34x+16, r>= 0.8624, p
< 0.05) and width (y = 0.73x+14.74, r?> = 0.8882, p < 0.05) of the stoma increased
significantly as the genome size increases. However, stomatal density (y=580.39-26.46x;
r? = 0.7344, p < 0.05) was reduced significantly with respect to higher genome levels.
Related to floral organs, a significant reduction was observed at 2x compared to 4x and
6x groups. However, the 6x group did not show statistical differences with 4x. At pollen
diameter, the 6x group had a higher diameter than 2x and 4x groups. Finally, the best
parameters that can be correlated with ploidy level are stomatal density, length and width
of the stoma. However, chromosome count and flow cytometry need to be used when the

plants were more developed.

Keys Word: Flow cytometry, ploidy, golden berry, chromosome.



l. INTRODUCCION

Los frutos exoticos han experimentado un gran crecimiento en la demanda internacional
(Cook 1997; Espinoza 2011), por sus importantes aportes a la salud y sus interesantes
explotaciones culinarias. En esta categoria se encuentra el aguaymanto (Physalis peruviana
L.) especie Solanaceae, que tiene su origen en la Cordillera de los Andes, principalmente
Per( (Flérez et al., 2000). Su fruto se caracteriza por tener un sabor &cido azucarado con un
alto contenido de vitaminas (A, B y C), hierro, y antioxidantes (Florez et al., 2000). Ademas,
se le atribuye beneficios a la salud y la reduccién de ciertas enfermedades (Ramadan et al.,
2015; Ramanna & Jacobsen, 2003), a pesar de sus aportes a la salud se le ha considerado
como una maleza y en algunos casos como una planta asociada a los cultivos (Florez et al.,
2000).

En los ultimos afios Colombia ha desarrollado diversas tecnologias en el proceso de
produccién y postcosecha de aguaymanto y el ecotipo ‘Colombiano’ se destaca por tener
mejor coloracion y mayor contenido de azUcares (Florez et al., 2000). Debido a esto,
Colombia es considerado como el primer productor mundial, con una participacion del 90%
(MEF, 2016); en este sentido, el Peru ha ingresado a la produccién de esta fruta, dentro de
los productos exéticos organicos, considerados como la principal ventaja competitiva para

la produccion nacional.

En nuestro pais existen pocas variedades mejoradas, con respecto a mayor calidad de fruto
y resistencia a estreses bidticos y abidticos, por lo que, se requiere incrementar las
investigaciones que contribuyan a la obtencion de nuevas variedades a través de la
generacion de lineas puras para el desarrollo de hibridos. El cultivo de anteras in vitro
consiste en el desarrollo de las microsporas contenidas dentro de las anteras, con esto se evita
el desarrollo gametofitico e inducir el desarrollo esporofitico (Mayakaduwa & Silva, 2021;
Naik et al., 2016); sin embargo, los individuos obtenidos son en su mayoria haploides pero
también se pueden encontrar individuos no haploides (Germana, 2011; Segui-Simarro &
Nuez, 2007). Esto incita a la investigacion del nivel de ploidia de los individuos regenerantes

androgenéticos a través de diferentes metodologias de identificacién.



1.1.0BJETIVO GENERAL

e Determinar el nivel de ploidia de individuos androgenicos, mediante el estudio de

sus caracteres citogenéticos y morfologicos.
1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar el nivel de ploidia a través de la técnica del Conteo de cromosomas y
citometria de flujo.

e Estimar el tamafio de genoma de los individuos androgénicos de aguaymanto a través
de la citometria de flujo

e Estudiar el tamafio y densidad estomatica del envés de la hoja y relacionarlo con el
nivel de ploidia.

e Evaluar la viabilidad del grano y el tamafio del grano de polen en las plantas
androgénicas de aguaymanto.

e Estudiar las alteraciones morfologicas en los 6rganos florales relacionadas al nivel

de ploidia de los individuos estudiados.



II.  REVISION DE LITERATURA

2.1. ORIGEN Y DISTRIBUCION

El aguaymanto (Physalis peruviana L.) es una planta que pertenece a la familia de las
Solanaceae del género de las Physalis y tiene sus origenes en los andes de sudamericanos,
principalmente Colombia, Ecuador y Per( (Florez et al., 2000)

Esta especie fue conocida por los Incas y los espafioles quienes lo introdujeron en
Sudafrica hace mas de 200 afios. El fruto tiene un alto contenido de vitaminas (A, By C)
que sirvid en la prevencion del escorbuto en los extensos viajes maritimos desde el Nuevo
Mundo, y desde alli se distribuyd a Kenia, Zimbabue, Australia, Nueva Zelanda, Hawai,
y la India (Flérez et al,.2000).

2.2. DISTRIBUCION EN EL PERU

De acuerdo a la geografia del Perq, el aguaymanto se distribuye principalmente en los
valles interandinos, principalmente en altitudes que van desde los 1500 hasta los 3000
msnm, con temperaturas promedio que oscilen entre los 13 y18 °C, con una precipitacion
1000 y 2000 mm y con suelo bien drenado con un pH 5.5-7 y con alto contenido de

materia organica (Florez et al., 2000).

Debido a estas exigencias tiene mayor presencia en los departamentos de Ancash,
Huanuco, Junin, Ayacucho, Arequipa, Cajamarca y Cuzco; sin embargo, también hay

presencia en la costa y selva (Schreiber 2012).
2.3.  CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y TAXONOMIA

El aguaymanto es una especie herbacea que por lo general alcanza de 0.6-0.9 m de altura
y ocasionalmente alcanza hasta 1.8 metros si es podado y guiado, las ramas son
acanaladas, sus hojas presentan una forma de corazén, puntiaguda y con bordes dentados.
Las flores son amarillas y acampanadas, que son facilmente polinizadas por insectos o

por el viento (National Research Council, 1989).



El céliz es pequefio al comienzo del desarrollo del fruto, crece hasta formar una estructura
similar a una vejiga de 5 cm aproximadamente, la cual encierra por completo al fruto
maduro, a lo largo de la maduracion del fruto el céliz cambia de color y de textura. El
fruto es una baya globosa de 1.25-2 cm de anchos, liso y de un color naranja-amarillo de

una piel y pulpa jugosa que en su interior contiene numerosas semillas (Morton, 1987).

2.4. TAXONOMIA DE AGUAYMANTO (Physalis peruviana L.)

Reino: Plantae
Clase: Angiospermae

Subclase: Dicotyledoneae

Orden: Tubiflorae
Familia: Solanaceae
Género: Physalis

Especie:  peruviana L.

Fuente: Brito, D.2002.

2.5. PROPIEDADES MEDICINALES Y VALOR NUTRICIONAL

El aguaymanto tiene una pulpa nutritiva (Tabla 1) en la que contiene altos niveles de
carotenoides, vitaminas (A, B y C) y minerales (Morton, 1987; Ramadan et al., 2015).
Estas le brindan la capacidad de reduccion de ciertas enfermedades como céancer, la
malaria, el asma, la hepatitis, la dermatitis, el reumatismo y propiedades antidiabéticas
(Ramadan et al., 2015).



Tabla 1: Niveles de nutrientes, minerales y bioactivos solubles en agua de pulpa de

aguaymanto

COMPONENTE CANTIDAD

Humedad (g/100g) 78.9
Proteina (g/100g) 0.05-0.3
Lipidos (g/100g) 0.15-0.2

Carbohidratos (g/100g) 19.6
Fibra (g/100g) 4.9
Ceniza (g/100g9) 1

Calcio (mg/100g) 8

Fosforo (mg/1009) 55.3
Hierro (mg/100g) 1.2

Caroteno (mg/100g) 1.6

Tiamina (mg/100g) 0.1

Riboflavina (mg/100g) 0.03
Niacina (mg/100g) 1.7

Ac.Ascorbico

(mg/100g) 43

Fuente: Ramadan y Morsel.2003.

2.6. COMERCIALIZACION DE AGUAYMANTO

En los dltimos afios las exportaciones peruanas de aguaymanto son crecientes, desde
59.893 toneladas en el 2010 a 376.196 en el 2017 (Figura 1), este incremento en las
exportaciones de aguaymanto se ha debido principalmente a las diferentes presentaciones
del producto como aguaymanto fresco, aguaymanto deshidratado, aguaymanto organico,
pulpa de aguaymanto organico, aguaymanto cubierto de chocolate, mermelada organica

de aguaymanto, entre otros (Minagri, 2016).
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Figura 1: Exportacion del aguaymanto periodo 2013-2017. Fuente: Siicex.2018.
2.7.  PRINCIPALES DEPARTAMENTO PRODUCTORES

La produccién de aguaymanto en el pais se localiza principalmente en las regiones de
Amazonas, Ancash, Huanuco, Junin, Ayacucho, Cuzco, Puno y Cajamarca, esta Gltima
se destaca como la principal zona de produccion (Minagri, 2016).

2.8.  PRINCIPALES MERCADOS INTERNACIONALES

En la Figura 2, Siicex (2018) reporta que los productos de aguaymanto de Per( tuvieron
como destino 35 paises, siendo el principal destino Holanda (31.79%), Estados Unidos
(28.68%), Alemania (14.68%), Israel (3.66%) y otros (24.85%).

35
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10 I

Estados Alemanl
Unidos

m Seriesl  31.79 28.68 14.68 3.66 24.85

ol

Porcentaje de participacion (%)

o

Holanda Israel Otros

Figura 2: Paises destino del aguaymanto peruano (%). Fuente: Siicex.2018



2.9. MEJORAMIENTO GENETICO

Las diversas técnicas de mejoramiento genético han contribuido al desarrollo de
variedades en diferentes especies con resultados positivos; algunos ejemplos son el
mejoramiento del contenido de azucar en la remolacha que contenia 9% de azlcar; hoy
existen en el mercado variedades que contienen mas del 20 % de azUcar, otro ejemplo es
el rendimiento de maiz que se incrementé de 5 t/ha en Estados Unidos y Europa a
rendimientos superiores a las 20 t/ha; en trigo el rendimiento era de 5 t/ha., hoy exceden
las 10 t/ha (Vallejo & Estrada, 2002)

El mejoramiento genético es considerado arte y ciencia que tiene la capacidad de alterar
o modificar la herencia de las plantas para obtener nuevos cultivares mejorados
genéticamente con capacidad de adaptarse a condiciones especificas, con mayores
rendimientos economicos y de mejor calidad que las variedades nativas o criollas. En
otras palabras, busca crear genotipos cuyo patrimonio hereditario esté de acuerdo con las
condiciones, necesidades y recursos de los productores rurales, de la industria y de los
consumidores(Vallejo & Estrada, 2002).

El mejoramiento genético utiliza diferentes metodologias que incluyen técnicas como: los
cruzamientos dirigidos (cruzamientos dentro y entre especies), mutaciones inducidas,
tilling, poliploidizacion, esterilidad masculina citoplasméatica (CMS), fusion de
proplastos, fusion de citoplastos, generacion de doble haploides, entre otros (Messmer et
al., 2015)

La regeneracion de plantas dobles haploides, es una herramienta importante para los
programas de mejoramiento y estudios genéticos, permite obtener lineas puras en corto
tiempo comparado con los métodos convencionales a través de la duplicacion de plantas
haploides provenientes de la primera generacidn de cruzas, en ese sentido se ha reportado
la aplicacion de esta técnica en especies de la familia Solanaceae como Physalis ixocarpa
(Ortufio-Olea et al., 1998), Solanum melongena L (Rotino, 2016), Capsicum annuum L.,
(Lantos & Pauk, 2016), Solanum melongena (Rivas-Sendra et al., 2017).



2.10. CULTIVO DE ANTERAS

Entre los métodos disponibles actualmente para la obtencidn de dobles haploides, la mas
utilizada son la androgénesis (cultivo in vitro de anteras) y el uso de lineas inductoras de
haploidia.

La androgénesis consiste en el cultivo de anteras en un medio de induccion, donde las
microsporas (dentro de la antera) competentes originaran callos, que seran luego
transferidos a un medio apropiado para la regeneracion de plantas (Cimo et al., 2017). Sin
embargo, los individuos obtenidos en su mayoria son haploides pero también se pueden
encontrar individuos no haploides (Diploides, poliploides y aneuploides) (Germana,
2011; Germana et al., 2005; Segui-Simarro & Nuez, 2007).

2.11. PLOIDIA EN LAS PLANTAS Y SU APROVECHAMIENTO EN EL
MEJORAMIENTO GENETICO DE PLANTAS

Se considera poliploide, aquel organismo que tiene nimeros diferentes a dos copias de
cada cromosoma en su nucleo (Miinzbergova, 2006), estas alteraciones en la cantidad de
ADN ha contribuido al crecimiento en la biodiversidad de las angiospermas, incluyendo
Poaceae, Solanaceae, Fabaceae y Brassicaceae (Soltis et al., 2009) y a la especiacion de
las mismas en 2- 4% y 7% en helechos (Otto & Whitton, 2000), en consecuencia, la
poliploidizacion surge como una gran fuerza de evolucidn para las plantas silvestres y
cultivadas (Sattler et al., 2016).

Los organismos que han ampliado su genoma, han mostrado tener mejores caracteres,
exhibiendo mayor vigor, altos niveles de rendimiento, mejor calidad del drgano
aprovechable, aumento a la tolerancia al estrés (bidtico y abidtico), aumento de
metabolitos secundarios (Lavania, 2005; Levin, 2004; Tsukaya et al., 2015), cambios
morfologicos y alteraciones reproductivas en comparacion a sus progenitores (Mable,
2003). Estas atribuciones son debido al efecto ‘Gigas’, una expresion aprovechada por

los mejoradores de plantas (Sattler et al., 2016).

Al mismo tiempo, se han descubierto sustancias que actian como inhibidores de huso
acromatico (Tabla 2), en la metafase del ciclo celular y que han permitido la generacion
de poliploides artificiales. Este método se ha utilizado eficazmente en programas de

mejoramiento de papa, alfalfa, trébol rojo, fiame, rosa, lirio y varias otras especies de



interés econdmico (Peloquin et al., 1999; Ramanna & Jacobsen, 2003) y ha sido

considerado el medio mas rapido para la mejora vegetal (Lavania, 2005).

Tabla 2: Lista de inhibidores de sintesis de huso acromético para la obtencion de

poliploides artificiales

Inhibidor Especie Referencia
Dionaea muscipula E. (Anchalee, 2014)
Colchicina Lolium multiflorum L. (Pereira et al., 2014)
Brachiaria brizantha (Pinheiro et al., 2000)
Citrus spp (Aleza et al., 2009)
Malus (Bartish et al., 1998)
- Musa spp (Ganga & Chezhiyan, 2002)
Orizalina Solanum (Greplova et al., 2009)
Hylocereus monacanthus (Tel-Zur et al., 2011)

Spa&:g%l(ljm;}n d\;\?r:hsu (Eeckhaut et al., 2004)

2,6-Dinitroaniline Citrullus lanatus (Omran et al., 2008)

Trifluralina

2.12. ESTIMACION DE NIVEL DE PLOIDIA
2.12.1. Conteo de cromosomas

La poliploidia es un factor importante en la evolucion de las plantas (Tabla 3) y ha
generado variacion en la cantidad de cromosomas de las especies, dando como resultado

la alteracion en los niveles de ploidia.

Multiples programas de mejoramiento genético en plantas establecen como principal
necesidad la determinacion correcta del nivel de ploidia siendo el método méas usado el
conteo de cromosomas (Poggio et al., 2004). Es asi que se proponen pasos para la
obtencién de los cromosomas expandidos en las placas, cuyo proceso se detalla a

continuacion:

- Tratamiento: El objetivo del tratamiento es el aumento de células en metafase y
la condensacion de los cromosomas, por ello se requiere inhibidores de huso
acromatico como la colchicina, 8-hidroxiquinolina y agua helada, estos
compuestos pueden variar en su concentracion y exposicién (J. Maluszynski et
al., 2003).



- Fijacion: La solucion de Carnoy es un fijador ampliamente usado en citologia,
tanto de animales como de plantas, cuya funcion es la preservacion del acido
nucleico.

- Hidrdlisis: Esta etapa consiste en desintegrar la pared de la célula para tener
células expandidas a la hora del squash. Se utiliza enzimas (celulasas, pectinasas,
macerozima) y/o &cido clorhidrico (Rodriguez & Bueno, 2006).

- Coloracién y aplastado : Para el conteo de los cromosomas es necesario tefiir los
cromosomas con sustancias afines a los nucleétidos y por lo general se usa
Acetocarmin, Acetorceina, Lacto-propiénico, Fulgen etc. (J. Maluszynski et al.,
2003). Luego de este procedimiento se presiona la muestra con la finalidad de
tener células expandidas y dispuestas para su observacién en el microscopio.

Tabla 3: Lista de Géneros con amplio nivel de ploidia

Género Nivel de ploidia Referencia
Mecardonia 2X -6X (Sosa et al., 2016)
Solanum 2X-4X (Greplova et al., 2009)
2X-4X-5X-6X (Caietal., 2012)
Veronica 2X-4X-6X (Castro et al., 2012)
Ipomoea 2X-4X-6X (Nishiyama et al., 1975)
Triticum 2X-4X-6X (Matsuoka, 2011)
Hylocereus 2X-4X-8X (Cohen & Tel-Zur, 2012)
3X-6X (Tel-Zur et al., 2004)
Polylepis 2X-4X-6X (Schmidt-Lebuhn et al., 2010)
Vaccinium 2X-4X (Lyrene et al., 2003)

2.12.2. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una herramienta analitica de alto rendimiento que detecta y
cuantifica multiples parametros bioquimicos, biofisicos y moleculares de particulas
individuales (generalmente células o nucleos) marcados con una sonda fluorescente, a
medida que fluye en suspension hacia un haz de luz (Figura 3). Principalmente, las
particulas en suspension tefiidas con un fluorocromo se intersectan con el haz de luz,
emitiendo asi una luz fluorescente, las sefiales se envian a traves de una serie de filtros,
fotodetectores, convertidores y multiplicadores a una computadora, donde se almacenan
y se manifiestan en forma de histograma. (Adan et al., 2017; Kron et al., 2007; Wilkerson,
2012). Este enfoque hace que la técnica sea una herramienta poderosa para el analisis
detallado de poblaciones complejas en un corto periodo de tiempo, la preparacion de la
muestra solo toma unos minutos y no requiere de reactivos costosos. Asimismo, este
método ha sido probada en méas de 6000 especies (Pellicer & Leitch, 2020).
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Muestra j

Envolvimiento

Laser

Dispersion y
fluorescencia

Figura 3: Principio de funcionamiento de un citdbmetro de flujo. Fuente:(Adan et al.,
2017)

a) Fluorocromos

El fluorocromo es una molécula que se une estequiomeétricamente a la particula/célula en
estudio, la sustancia absorbe energia de longitud de onda especifica y la emite en otra
longitud de mayor intensidad. Existen una amplia gama de fluorocromos (Tabla 4) y la
eleccion depende de la capacidad que tenga el equipo en excitar al fluorocromo y de

detectar su energia emitida.

Tabla 4: Principales fluorocromos usados en la citometria de flujo

Longitud de  Longitud

Modo de Concentracion 2 .,
Fluorocromo unién (g I excitacion de emision

(hm) (hm)

Bromuro de etidio Intercalante 50-150 523 603

Yoduro de Intercalante 50-150 538 617

propidio

DAPI(4,6-

diamidino-2- AT-Selectivo 2-4 359 461
fenilimdol)

Hoechst 33258 AT-Selectivo 2-4 352 455

Mitramicina GC-Selectivo 50-100 445 575

Fuente: Cires et al. 2011
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b) Tampones de aislamiento nuclear

La composicion del tampon de aislamiento nuclear difiere considerablemente en la
composicion quimica (Tabla 5) y la eleccion depende de la conservacion de las
particulas/células al momento de su aplicacién. Este conocimiento es necesario para

seleccionar el tampdn apropiado para una especie y tejido dado (Loureiro et al., 2006).

Tabla 5: Principales tampones de aislamiento nuclear

Tampodn Composicion
45 mM MgCl,; 30 mM citrato de sodio; 20 mM MOPS; 0.1% (v/v)
Triton X-100; pH 7.0

9.53 mM MgS0..7H20; 47.67 mM KCI; 4.77 mM HEPES; 6.48
mM DTT; 0.25% (v/v) Triton X-100; pH 8.0

15 mM Tris; 2 mM Na:EDTA,; 0.5 mM spermine.4HCI; 80 mM
LBO1 KCI; 20 mM NacCl; 15mM [-mercaptoethanol; 0.1% (v/v) Triton X-
100; pH 7.5

Otto I: 100 mM Acido citrico monohidratado; 0.5% (v/v) Tween 20
Otto (pH aprox. 2-3).
Otto 11: 400mM NazP0O4.12H,0 (pH aprox. 8-9).

Galbraith

MgSO4

Tris.MgCl. 200 mM Tris; 4 mM MgCl..6H20; 0.5% (v/v) Triton X-100; pH 7.5

Fuente: Cires et al. 2011
2.13. ESTIMACION DEL TAMANO DE GENOMA EN PLANTAS

El estudio de tamafio gendmico tiene como principio la comparacion de nucleos en
suspension de un estandar de referencia (tamafio gendmico conocido) con la especie
vegetal en estudio (Dolezel et al. 2007; Dolezel y Barto§ 2005). La obtencion del tamafio
gendmico ha permitido obtener informacion importante en multiples areas de la ciencia
como: la taxonomia (Spooner et al., 2005), evolucién (Kron et al., 2007), analisis de la
biodiversidad (Marhold et al., 2010) y otros.

Aun asi, los estandares deben cumplir requisitos:

[EN
1

La estabilidad genética debe ser contante

N
)

La cantidad de ADN debe ser cercana a la especie en estudio
3- De facil manipulacion
4

Tamano del genoma conocido.
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A pesar de ello, multiples autores han utilizado estandares diferentes (Tabla 6), sin dejar

de lado los requisitos descritos anteriormente.

Tabla 6: Recopilacion de principales estandares en el estudio de estimacion del tamafio
del genoma en plantas.

Muestra estandar ADN 2C valor (pg) Referencia
Leucocitos humanos 7.00 (Lyséak et al., 2000)
Allium cepa 34.76 (Dolezel et al., 1992)
33.55 (Johnston et al., 1999)
Hordeum vulgare 5.063 (Moscone et al., 2003)
11.12 (Johnston et al., 1999)
Pisum sativum 9.56 (Johnston et al., 1999)
9.09 (Dolezel et al., 2007)
Vicia faba 26.66 (Johnston et al., 1999)
26.9 (Dolezel et al., 2007)
Secale cereale 16.19 (Frossasco et al., 2015)
768 Mavs 5.43 (Dolezel et al., 2007)
y 5.67 (Dolezel, 1998)
Raphanus sativus 1.11 (Dolezel et al., 2007)
P 1.26 (Dolezel, 1998)
. . . 0.32 (Bennett et al., 2003)
Arabidopsis thaliana 0.39 (Dolezel, 1998)

La estandarizacion de la muestra en estudio puede ser externa (Figura 4 A) o interna
(Figura 4B), la primera conlleva al analisis sucesivo de la muestra en un lado y del
estandar en otro momento; mientras la interna, el anlisis se realiza de manera simultanea
(muestras con el estandar); este Gltimo, tiene mayor precision; sin embargo, el uso de

estandares de origen animal no son los mas recomendables (Dolezel et al., 2007).
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Figura 4: A) Estandarizacion externa B) Estandarizacion interna. Fuente:(Dolezel et al.,
2007)

2.14. CARACTERISTICAS ASOCIADAS AL NIVEL DE PLOIDIA

Un aumento o disminucion en el nivel de ploidia conlleva a la alteracion proporcional en
la expresion genica (Galitski et al., 1999), exhibiendo heterosis (Comai, 2005) y frutos de
mayor tamafio (Wu et al., 2012). Esta manifestacion trae consigo variaciones fisioldgicas

y caracteres fisicos de las células y la planta (Tabla 7).
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Tabla 7: Parametros asociados al nivel de ploidia.

Hoja Flor
_ o Estoma Antera Referencia
Especie Ploidia . ) . i . .
Dimension Frecuencia N° de Area foliar (cm?) Polen (um) Viabilidad de
(um) (Namero/mm?)  cloroplastos H polen (%)
) .. 2X 27.17+0.474 22.11+0.495 - - - -
Acacia mearnsii Ix 40 24+0.521 10.26+0.495 i i i i (Beck et al., 2003)
4x 40.42+2.8 53.24+12.52 - - 35.49+2.8 - (Geok-Yong & Dunn
Bromus inermis 6Xx 53.06+3.79 36.48+8.73 - - 37.93+4.87 - 197%) k
8x 66.65+4.10 25.88+9.96 - - 43.04+3.02 -
2X 25.54+2.76 55.87+3.83 - 0.443+0.05 38.78+1.02 98.7
Vicia Villosa " 31 61+3.26 41.546.77 i 0.596+0.07 50.34213.17 80.97 (Tulay & Unal, 2010)
o - X 17.6£1.6 - - - - - (Przywara et al.,
Actinidia deliciosa o 25 2440 5 ] i i i i 1988)
X - 7.5+1.86 - - - -
A. andreanum 2X - 7.7£1.31 - - - - (Winarto et al., 2010)
3x - 4.4+0.93 - - - -
. 2X - - 9 - - -
Capsicum annuum L. Ix ) ) 16.3 i i i (Supena et al., 2006)
Brassica rapa X ) ) 55 ) ) )
P 2x ; - 9.95 - ; ;
Brassica napus X - - 9.85 - - - (Monakhos et al.,
P 2x ; ; 17.03 ] ; ; 2014)
Brassica oleracea X ) ) 8.53 i i i
2X - - 13.46 - - -
2X 84.9+0.2 13.6+0.3 - - 84.9+0.2 97.1+0.2
H. monacanthus 4x 107.9+0.4 12.6+0.3 ; ; 107.9¢04  86.6e14  (Cohenetal,2013)
. 2X 35.17+0.43 18.87+0.57 - - 22.79+0.24 .
T. parthenium ax 63.73+0.45 8.540.37 i i 30.14+0.29 (Majdi et al., 2010)
2X 14.85+0.2 29.5+0.17 - - -
Malus 3x 26.27+0.09 19.73+0.1 ; ; ; ; (Heetal., 2018)
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

El presente trabajo se llevé a cabo en el Laboratorio de Biotecnologia del Programa de
Investigacion y Proyeccion Social (PIPS) en Cereales y Granos Nativos de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, ubicado en el Departamento de Lima, provincia de Lima,
localizado a 76°56°37.41°°(0) y 12°4°40.22>*(S) y altitud de 245 msnm.

3.2.  MATERIALES Y REACTIVOS

e Colchicina

e DMSO

e Acetocarmin al 2% (Sigma-Aldrich)
o DAPI

e Yoduro de propidio

e Acido acético glacial 96%

e Solucion nutritiva

e Agua destilada

e Sustrato (Premix/Vermiculita 2:1)
e Ottolyll

e RNAsa

e Glicerol

e Filtros 50 pm

e Hoja de afeitar

e Pinzas

e Placas Petri

e Portay cubre objeto



3.2.1. Material vegetal

- Las 21 plantas utilizadas en el estudio fueron desarrolladas por el Laboratorio de
Biotecnologia y Mutaciones de la Facultad de Agronomia de la Universidad Nacional
Agraria La Molina (Lima-Per() a través del cultivo in vitro de anteras de aguaymanto
tetraploide (2n=4x=48) de la Regidn de Cajamarca-Perd.

- Los estdndares de referencia para la estimacion del tamafio del genoma fueron
utilizados: Pisum sativum cv “Ctirad” (9.09 pg de ADN) y Secale cereale cv
“Dankovske” (16.19 pg de ADN)

3.2.2. Equipo de laboratorio

e Autoclave JISICO I-NAS81

e Céamara fotografica Samsung NX300

e Microcentrifuga mySPIN 12-Thermo Scientific

e Citometro de flujo Attune NxT-Thermo Scientific
e Camara fotogréafica Dino-capture 2.0

e Microscopio Olympus BX40F4

e Estereoscopio Olympus

e Potencidometro HANNA

e Vernier

e Microscopio de epifluorescencia ZEISS Axio Scope Al.
3.3. METODOLOGIA
3.3.1. Determinaciones Citogenéticas.

a) Conteo de cromosomas

El conteo de cromosomas se realizd utilizando los meristemos radiculares de plantas in vitro,
estos se pretrataron con colchicina al 0.03% durante 60-80 minutos en oscuridad a 37°C para
permitir el mayor nimero posible de células en metafase, transcurrido el tiempo se lavo y se
dejo reposar en agua destilada a 37°C durante una hora. Se fijo con solucion de Carnoy
durante 24 horas a 4°C. Transcurrido el tiempo se realizd multiples lavados en movimiento
con buffer Citrato (0.01M, pH 4.8) y las raices fueron colocadas en una solucién enzimatica

que contenia celulasa al 2% (de Aspergillus niger, Sigma) y pectinasa liquida al 10% (de
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Aspergillus niger, Sigma), disueltas en 40% de glicerol en buffer citrato (0.01M, pH 4.8) por
80 minutos a 37°C. Después se realizaron 3 lavados con buffer citrato y uno con etanol de
70%.

A continuacidn, las puntas de las raices fueron colocadas en portaobjetos, se adicion6 una
gota de acido acético al 40% y se cubrid con un cubreobjetos para realizar la dispersion de
las células. Luego, bajo el microscopio Olympus se selecciond los campos Opticos con
cromosomas dispersos y se precedid a levantar los cubreobjetos con hielo seco. Los
portaobjetos con la muestra se deshidrataron con etanol al 100% y se dejé secar por 30
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las muestras se montaron con 20 pl de
SlowFade Gold Antifade (Invitrogen™), solucién que contiene 4'6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI) y antifade que es un medio de montaje que retarda el decaimiento de la fluorescencia,
en oscuridad y a temperatura ambiente. Las muestras se examinaron y fotografiaron con un

microscopio de epifluorescencia ZEISS Axio Scope.Al.
b) Nivel de ploidia

Con una hoja de afeitar se cortd en pequefios trozos una hoja joven en 0,2 ml de tampén de
extraccion de nucleos (CyStain® UV Precise T, Nuclei Extration Buffer; Sysmex), se
mezclo con 0.8 ml de solucidn de tincion (CyStain® UV Precise T, DAPI Staining; Sysmex),
se agitd durante 1 min y se filtro a través de una malla de nylon de 50 pum (CellTrics® filters,
Sysmex). Los filtrados, que contenian mas de 5000 nucleos tefiidos, se analizaron en un

citometro de flujo Partec PA-II.

<P0cisi0n media del pico G1 (A)
NP =

X NP (B
Posicion media del pico Gl(B)) (B)

NP=Nivel de ploidia

A =Muestra a analizar.

B =Muestra con nivel de ploidia conocido.
c) Tamafio de genoma (TG)

Se realizaron 3 corridas para cada muestra y se preparé la suspension nuclear descrita por
Dolezel (2007). Se colocé 1 cm? de hoja fresca de aguaymanto androgénico con la misma

cantidad de tejido fresco del estandar de referencia dentro de una placa Petri fria que contenia

18



1 mlde OTTO I (100 mM Acido citrico, 0.50% (v/v) +/Tween 20; pH 2-3) y con la ayuda
de una hoja de afeitar (Gillette®) se cortd hasta obtener una muestra homogénea. La solucién
obtenida se filtr6 a través de una malla de nylon de 40 um, se centrifugé a 1500 rpm, a la
temperatura de 5°C, durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante y los sedimentos se
resuspendieron en 500 pl de OTTO I, seguido de la adicién de 500 pl de OTTO Il (400 mM
Naz2P04.12H-0, pH 8-9) suplementado con 50 pg/ml de loduro de Propidio (Sigma-Aldrich
Company, EE. UU) y 50 pg/ml de RNAsa (Sigma-Aldrich Company, EE. UU). La
resuspension se incub6 a 5°C durante 10 minutos y se analizo en el citdmetro de flujo Attune
Nxt (Thermo Fisher Scientific) donde se contabilizaron al menos 5000 ndcleos en cada

corrida. El contenido de ADN nuclear de las muestras se calcul6 de la siguiente manera:

TG = <Posicién media del pico G1 (A)

XTG(B
Posicién media del pico Gl(B)) (B)pg

TG = Tamafio de genoma

A = Muestra a analizar.

B = Muestra con TG conocido.

3.3.2.  Determinaciones Morfologicas
a) Dimensiones de estoma

Se colectaron las hojas del 4y 5% nudo (contando desde la parte apical hacia abajo), éstas
fueron enjuagadas con agua destilada para la eliminacion de algun material inerte. Una
porcion de tejido se coloco bajo el estereoscopio Olympus SZX7 para la extraccion de la
epidermis abaxial con ayuda de una pinza. Una vez extraida, se coloco en el porta objeto, se
adiciond una gota de agua y se cubri6 con el cubre objeto (Beck et al., 2003). La muestra fue
observada en el microscopio Olympus BX40F4 donde se visualizd y evalud las variables

establecidas.
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b) Dimensiones de pistilo

Se extrajo flores en antesis y se extirpd el pistilo con ayuda de una pinza. El 6rgano obtenido
fue trasladado a una hoja de papel milimétrico para la captura fotogréfica, luego la foto fue
procesada con la ayuda de software Imagej (https://imagej.nih.gov/ij/).

C) Viabilidad de polen

Para la determinacion de la viabilidad del grano de polen, en un tubo eppendorf de 1.5 ml,
se colect6 granos de polen de una flor en antesis, con ayuda de una pinza. Luego los granos
de polen se colocaron en un porta objeto y se le afiadié unas gota de acetocarmin + glicerol
al 2% vy se lo cubri6 con un cubre objeto. Esta muestra fue visualizada a traves de una cdmara
Dino-capture montada al microscopio Olympus BX40F4, para la toma de mediciones y la
viabilidad del grano de polen, solo se considerd un polen viable, aquel grano que presentd

color rosado.
d) Area de corola y céliz

Se colectaron 5 flores a las que se le extrajo cuidadosamente el caliz y la corola. Este tejido
se pego sobre una hoja bond A4 con una fina capa de goma, una vez seca se lleva al scanner

y se procesaron las imagenes con el software Imagej (https://imagej.nih.goVv/ij/).

3.4. ANALISIS EXPERIMENTAL
3.4.1. Disefio experimental
No se empled disefio experimental, se trabajo en base a plantas individuales.
3.4.2. Procesamiento de la informacion
e Andlisis de correlacion

Se realizd el analisis de correlacion entre las variables independientes (Caracter morfologico:
Diametro de polen, largo de gineceo, area de caliz, area de corola, densidad de estomas,

ancho de ovario, largo y ancho de estomas) y la variable dependiente (Tamafio de genoma).
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e Anélisis de regresion simple

A partir de este andlisis se determind una ecuacion de regresion para la poblacion

androgeénica. La ecuacion se expresa de la siguiente manera:

Yi =0, + B1*X;

Donde:

Y1: Variable dependiente (Caracter morfologico).
X1: Variable independiente (Tamafio de genoma).
Bo: valor constante.

B1: Coeficiente de regresion.

3.4.3. Analisis de Datos

Los datos fueron analizados utilizando Modelos Lineales Generalizados Mixtos (GLMM) y
la prueba de Tukey en un intervalo de confianza del 95% para comparar las dimensiones del
estoma, largo de gineceo y ancho de ovario entre el nivel de ploidia. Se empleé una
distribucién de error gaussiana con funcion de enlace de identidad para cumplir con el
supuesto de normalidad probado por la prueba de Shapiro-Wilk. Asi mismo, se ajusto el
GLMM con la familia Gamma y enlace "log”. Por otro lado, se aplico un Modelo Lineal
Generalizado (GLM) y una prueba de Tukey para comparar la densidad estomatica entre el
nivel de ploidia y la evaluacion de la viabilidad del grano de polen fue analizada mediante

la prueba no paramétrica de Kruskal — Wallis y el post hoc de Dunn (0=0.05)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1, NIVEL DE PLOIDIA Y CONTEO CROMOSOMICO

La medicion de la intensidad de fluorescencia (IF) de los ndcleos intactos a través de la
citometria de flujo permiti6 la identificacion de 3 grupos en los que 15 individuos
presentaron 50 de IF (Go/G1), 5 con 100 de IF (Go/G1) y 1 con 150 de IF (Go/G1). Asi
mismo, se contabilizo los cromosomas de individuos con 50 y 100 de IF, observandose
24 y 48 cromosomas respectivamente (Figura 5y 6) y a traves de la estandarizacion
interna (Figura 5 D y E) se establecio la cantidad de cromosomas para los siguientes
individuos (Tabla 10).

Liberato et al. (2014) describen la existencia de genotipos 2x de Polonia y 4x de Colombia
y de la India con 24 y 48 cromosomas respectivamente. Asi mismo, el reporte de ploidia
de los anteriores trabajos descritos, se baso en el conteo de cromosomas mediante técnicas
clasicas, proceso que resulta ser engorroso Yy presentar dificultades que pueden
desencadenar resultados erroneos por 1) la poca evaluacion de células, 2) las impurezas
0 precipitados en la tincién pueden generar interferencia en el conteo de cromosomas, 3)
el exceso de fuerza en el aplastamiento celular (squash) puede generar pérdida o ganancia
cromosomica y el déficit el aglutinamiento que conlleva al conteo erréneo de los

cromosomas.

Por ello, el conteo de cromosomas a través de la aplicacion de enzimas degradantes de la
pared celular y la tincién de cromosomas con sondas fluorescentes, disminuye los errores.
De igual manera el uso de la citometria de flujo, resulta ser importante para la deteccion
de anomalias cromosomicas o presencia de mixoploidia. Asi mismo, la focalizacion en el
estudio citolégico de estandares de referencia interno (de la misma especie) para el conteo
de cromosomas o nivel de ploidia (Dolezel et al., 2007) rentabilizan en tiempo el analisis
completo de poblaciones androgénicas y ginogénicas, generadas a través de técnicas

biotecnoldgicas (Bohanec, 2003).
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Figura 5: A) Aguaymanto androgénico Dihaploide (2n=2x=24), B) Aguaymanto
androgénico Tetraploide (2n=4x=48), C) Aguaymanto androgénico Hexaploide

(2n=6x=72), D) Estandarizacion interna 2x y 4x, E) Estandarizacion externa 4x y 6x

Las plantas evaluadas proceden del cultivo in vitro de anteras y se espera tener individuos
dihaploides (2x). Sin embargo, la presencia de tetraploides (4x) se pudo originar a partir
de la pared celular externa de la antera o de una célula binucleada o de la fusion de nicleos
dentro de la microsporogénesis (Segui-Simarro y Nuez 2007, Germana 2011) y el origen

del 6x se pudo deber a la anomalia mitética dentro del proceso de regeneracion de la
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planta mediante una embriogénesis indirecta donde se genera un individuo a partir de
callos, siendo este un tejido en constante division celular (Oleszczuk et al. 2011, Segui-
Simarro y Nuez 2007).

Figura 6: Conteo de cromosomas tefiido con DAPI A) Aguaymanto Dihaploide
(2n=2x=24) B) Aguaymanto Tetraploide (2n=4x=48)

4.2. DENSIDAD ESTOMATICA Y TAMANO DE ESTOMA

Las dimensiones del estoma del grupo 2x fueron las mas pequefias con 23.35-27.77 um
para largo y 18.37-20.80 um para ancho (Anexo 2). La longitud del estoma de los grupos
4x y 6x presentaron un aumento en las dimensiones de 32.11 y 86.58 % respectivamente
(Tabla 10). Asi mismo, se evidencia diferencias significativas en el largo, ancho y
densidad del estoma (Tabla 10) de los grupos identificados a traves de la citometria de

flujo (Figura 5) y del conteo de cromosomas (Tabla 9).

Se encontrd relacion positiva de las dimensiones del estoma, y una relacion negativa de
la densidad estomatica respecto al tamafio de genoma (Figura 7); esto concuerda con los
trabajos en Anthurium andreanum (Winarto et al., 2010), Solanum tuberosum & Solanum
kurtzianum (Marfil et al., 2018) . Asi mismo, Beaulieu et al. (2008) y Hodgson et al.
(2010) reportan que el tamafio del estoma predice el tamafio del genoma dentro de las

angiospermas con un alto grado de correlacion entre esas variables.
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Figura 7: Distribucion de estomas en el envés de hoja A) dihaploide B) tetraploide C)

hexaploide D, E y F) Regresion lineal del largo, ancho y densidad de estoma respecto al

tamafo de genoma

Por otro lado, Pauk et al. (2003) y Zheng et al. (2003) consideran las dimensiones del

estoma como mecanismo rapido para la deteccion de la ploidia dentro de individuos

androgénicos, debido que, los estomas de plantas haploides son generalmente mas

pequefios que los de plantas diploides. Ademas, la estructura del estoma y la densidad

estomatica son caracteristicas efectivas para la determinacion de ploidia de poliploides

naturales o artificiales (Padoan et al., 2013; Rao et al., 2019; Tang et al., 2010; Winarto

et al., 2010) y en plantas regeneradas a partir de 6rganos sexuales (J. Maluszynski et al.,

2003).
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En la Figura 8 se observa dentro de los grupos dihaploides (2n=2x=24) y tetraploides
(2n=4x=48) variabilidad en el largo y ancho del estoma. Tel-zur et al. (2010) menciona
que la variabilidad en las dimensiones del estoma estdn asociadas a la variabilidad

genética de las especies.
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Figura 8: A) Diagrama de caja de largo de estoma; B) Diagrama de cajas ancho de

estomas

La variabilidad genética presente en las especies vegetales se debe al intercambio de
genes que se da a través de la polinizacién cruzada (Baranski et al., 2016; Leimu &
Fischer, 2010; Ralls et al., 2013; Whitehead et al., 2018) y las flores de aguaymanto son
facilmente polinizadas, por ello presenta una polinizacion cruzada de 53-54% (Lagos et
al. 2006). En consecuencia, la diferencia entre los individuos de las poblaciones
androgénicas encontradas se debe a la alta variabilidad genética que esta presente en el

ecotipo Cajamarquino de Aguaymanto (2n=4x=48).
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Tabla 8: Valores medios y prueba de Tukey (0=0.05) del largo, ancho y densidad del

estoma y los diferentes grupos de ploidia (2x, 4x, 6x)

Estoma
Genotipo Densidad
(Grupos)  Largo (um +EE)  Ancho (um +EE) (#
estomas/mm>2+EE)

Dihaploide
(2n=2x=24) 24.6+0.59° 19.4+0.32° 420+5.122
Tetraploide
(2n=4x=48) 32.5+1.36" 24.3+0.71° 197+8.87°
Hexaploide
(2n=6x=72) 45.9+4 312 29.8+1.942 125+19.83¢

Dentro de cada columna, las medias con letras iguales no difieren

estadisticamente segun la prueba de Tukey (a=0.05)

4.3. TAMANO DE GENOMA (TG)

Se evaluaron 4 genotipos con contenido de ADN nuclear conocido como posibles
estandares de referencia primario para la estimacion del tamafio de genoma (TG) de 21
individuos androgénicos de aguaymanto a través de la estandarizacion interna y se
selecciond a Pisum sativum cv “Ctirad” (PS) con 9.09 pg de ADN nuclear para individuos
4x y 6x y Secale cereale cv “Dankovske” (SC) con 16.19 pg de ADN nuclear para
individuos 2x (Tabla 10). La adicidn del centrifugado de la suspension de nucleos y el
descarte de sobrenadante (Dolezel 2007, Dolezel y Bartos 2005) ayudo a la generacion
de 2 picos estrechos y simétricos con CV < 5% que representan los nucleos G; del
estandar de referencia y los ncleos G; del individuo androgénico de aguaymanto (Figura
9). Asi mismo, la correcta distancia de los picos de fluorescencia del estandar de

referencia y del individuo androgénico asegurd el andlisis preciso del tamafio de genoma.
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Tabla 9: Estimacion del valor "C" de individuos androgénicos de aguaymanto

. Valor “C” CcVv a b c d
Genotipo °C AC 6C (%) ER NP IF* NCR
GMO01  6.40+0.04 12.79+0.08 19.19+0.12 3.8 SC 2X 50 24
GM02  6.40+0.01 12.80+0.03 19.20+0.05 4.7 SC 2X 50 24
GM04  6.16%0.20 12.33+0.39 18.49+0.59 4.1 SC 2X 50 24
GMO05  6.13+0.04 12.26+0.09 18.40+0.14 49 SC 2X 50 24
GMO06  6.49+0.05 12.98+0.10 19.47+0.15 45 SC 2X 50 24
GMO07  6.20+0.07 12.40+0.14 18.61+0.21 3.4 SC 2X 50 24
GM09  6.37+0.07 12.73+0.15 19.10+0.23 45 SC 2X 50 24
GM10  6.24+0.04 12.47+0.08 18.71+0.12 4.1 SC 2X 50 24
GM12  6.39+0.04 12.78+0.09 19.17+0.14 4.0 SC 2X 50 24
GM14  6.48+0.07 12.96+0.13 19.44+0.20 4.8 SC 2X 50 24
GM16  6.18+0.13 12.37+0.27 18.55+0.40 4.0 SC 2X 50 24
GM17  6.18+0.06 12.36+0.12 18.54+0.18 4.0 SC 2X 50 24
GM19  6.25+0.07 12.50+0.14 18.74+0.21 3.0 SC 2X 50 24
GM20  6.32+0.03 12.64+0.07 18.96+0.11 3.4 SC 2X 50 24
GM26  6.19+0.03 12.38+0.06 18.57+0.09 3.4 SC 2X 50 24
GMO08  6.75+0.08 13.49+0.16 20.24+0.24 4.3 PS 4x 100 48
GM21  6.45+0.14 12.90+0.29 19.35+0.44 4.0 PS 4x 100 48
GM23  6.70£0.08 13.39+0.16 20.09+0.24 4.3 PS 4x 100 48
GM24  6.41+0.05 12.82+0.11 19.23+0.16 2.6 PS 4x 100 48
GM25  6.60+0.04 13.20+0.09 19.80+0.14 3.7 PS 4x 100 48
GM18  6.76£0.03 13.51+0.06 20.27+0.10 2.7 PS 6X 150 72

3 Estandar de referencia primario; ® Nivel de ploidia; ¢ Intensidad de fluorescencia ; ¢

NUmero de cromosomas

Liberato (2014) reporta 2.33 y 7.65 pg para individuos 2x y 4x de aguaymanto; sin

embargo, en el presente trabajo se obtuvo 6.29 y 13.16 pg en promedio para 2x y 4x,

siendo estos superiores en mas de 2.69 y 1.72 veces. Esta diferencia notoria se pudo deber

a los procedimientos descritos por Liberato (2014) donde estima el tamafio de genoma

mediante el uso de glébulos rojos de trucha a través de una estandarizacion externa,

siendo métodos no recomendables por el taller de citometria de flujo de 1997 (Bennett y
Leitch 2000) y Dolezel & Bartos (2005).
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Figura 9. Estimacion de la cantidad absoluta de ADN nuclear (tamafio del genoma) en
individuos androgénicos de aguaymanto. A) Comparacion de pico G1 de Secale cereale
“Dankovske ” y genotipo dihaploides (2n=2x=24) de aguaymanto B) Comparacion de
pico G1 de Pisum sativum “Ctirad” y genotipo Tetraploide (2n=4x=48) de aguaymanto
C) Comparacion de pico G1 de Pisum sativum “Ctirad” y genotipo Hexaploide

(2n=6x=72) de aguaymanto

Se tiene registrado el tamafio de genoma de Physalis alkekengi con 5.10 pg (Pustahija et
al., 2013) y Physalis heterophylla con 8.01pg (Bai et al., 2012) ambas especies 2n=2x=24
segun Menzel (1951) y los genotipos 2x evaluados en el presente estudio registraron entre
6.16 y 6.49 pg de ADN, lo cual confirma la estimacién correcta del tamafio de genoma

para individuos 2x y por ende para los demas niveles de ploidia.
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4.4. DIAMETRO DE POLEN

El didmetro de polen (DP) del grupo 6x fue superior y significativo al grupo de 2x y 4x
(Tabla 11). El didametro del grano de polen del grupo 6x fue superior en 8.08% respecto
al grupo 4x y 6.22% respecto al grupo de 2x. Dicho aumento también fue observado en
Eriotheca (Marinho et al., 2014) y Streptocarpus (Moéller, 2018). De igual manera,
Bennett (1972) y Crespel et al. (2006) afirman que el tamafio del grano de polen se ve
influenciado por el nivel de ploidia y esto se ve demostrado en otras especies como: Avena
(Katsiotis & Forsberg, 1995), Citrus (Garavello et al., 2019), Solanum (Ojiewo et al.,
2006), Vicia villosa (Tulay & Unal, 2010), Hylocereus (Cohen et al., 2013; Cohen & Tel-
Zur, 2012), Tanacetum parthenium (Majdi et al., 2010), Rosa (Crespel et al., 2006; Zlesak
et al., 2005), Arabidopsis (Tsukaya, 2013). Por otro lado, la comparacion del DP del
grupo 4x y 2x no muestra diferencia estadistica entre ellos (Tabla 10), probablemente
debido a la formacién del gameto no reducido (Alexander, 2020; Tréankner et al., 2019)
que ocurre en la incorrecta division citoplasmatica durante la metafase Il de la meiosis
(Gao et al., 2019).

Tabla 10: Diametro del grano de polen de los grupos androgenicas reconocidos a traves

de citometria de flujo y conteo de cromosomas

Diametro de polen

Grupos Promedio (um) + EE
Dihaploide
(2n=2x=24) 32.324+0.356°
Tetraploide
(2n=4x=48) 31.767+0.472°
Hexaploide
(2n=6x=72) 34.335+0.301%

Dentro de cada columna, las medias con letras iguales no difieren estadisticamente

segun la prueba de Kruskal-Wallis y el post hoc de Dunn (a=0.05)

45. VIBIALIDAD DE GRANO DE POLEN

Maluszynski et al.,(2003), Segui-Simarro & Nuez, (2008), Waara (1996) y Wang et al.
(2014) reportan que los individuos androgénicos con carga cromosémica reducida,
presentan esterilidad masculina, concordando con lo encontrado en el presente estudio
donde el 93.33% de individuos 2x presento una baja viabilidad de polen (Figura 10A y

Anexo 1). Esta disminucion en la viabilidad de polen se pudo deber a: a) la carencia de
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juegos cromosomicos completos que generan una microsporogénesis anomala en la
interferencia del emparejamiento de cromosomas homaélogos durante la profase I, b)
distribucion anormal de la anafase I, ¢) pobre homologia cromosémica y d) cromosomas
rezagados constituyen microndcleos durante la etapas esporadicas (Cai et al., 2012; Gao
et al., 2019; Gaut et al., 2007; Lyrene et al., 2003; Singhal et al., 2012).

A) B)

Figura 10: Viabilidad de polen de plantas androgénicas de aguaymanto A) Genotipo M17
(2n=2x=24), B) Genotipo M21 (2n=4x=48), C) Genotipo M18 (2n=6x=72)

46. CARACTERIZACION MORFOLOGICOS A NIVEL FLORAL

Los valores de R? de las caracteristicas morfoldgicas florales respecto al tamafio de
genoma (Figura 11 C, D, F y G) demuestran que el largo del gineceo (0.6724) y el area
de la corola (0.5476) presentan fuerte correlacion. Sin embargo, el ancho de ovario
(0.3249) y el area del sépalo (0.2116) una moderada relacién. Por otro lado, la alteracion
en el nivel de ploidia de las plantas se traduce en el aumento o disminucion del tamafio
de las células u 6rganos (Sattler et al., 2016; Wu et al., 2012) y bajo esa conceptualizacion
se esperaba incremento o la disminucidn significativa del tamafio en los diferentes niveles
de ploidia; sin embargo, en el grupo de 6x incremento el tamafio del pistilo pero no fue
significativo y el ancho de ovario, area de caliz y corola se produjo la reduccién
significativa respecto al grupo tetraploide (Tabla 11). Esta incongruencia se debe a que

los organismos de mayor nivel de ploidia presentan el sindrome de “alta ploidia” donde
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la division celular es lenta y a su vez requiere mayores recursos. Por ello, algunos
organismos con ploidia inferiores muestran caracteristicas superiores a organismos de
mayor ploidia (Yildiz, 2013)
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Figura 11:A) Vista frontal y posterior de flores. Bar=1cm, B) Tamafio de pistilo a

diferentes niveles de ploidia. Bar=1mm; Regresion lineal de los d6rganos de flores
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respecto al tamafio de genoma C) Largo de gineceo) Ancho de ovario, E) Area de corola,

F) Area de sépalo

Asimismo, las caracteristicas evaluadas para el grupo 2x demostré disminucion
significativa respecto a los 4x y 6x (Figura 11 A 'y B). Datos semejantes fueron reportados
en Viciavillosa (Tulay & Unal, 2010) y Tanacetum parthenium (Majdi et al., 2010) donde

el area floral de un 2x fue inferior a sus 4x.

Tabla 11 : Valores medios y prueba de Tukey (0=0.05) de las Medicion de pistilo, ancho
de ovario, area de céliz y corola de diferentes grupos de ploidia (2x, 4x, 6x)

Pistilo (mm+EE) Area de flor (nm*+EE)
Ploidia Largo de Ancho de A1

19~ : Caliz Corola

pistilo ovario
Dihaploide g 5 10146+ 2.00£0.062°  1.010051° 2810013
(2n=2x=24)
Tetraplolde g 35,0260°  2.31£0.114°  127+0.101°  4.0820.027°
(2n=4x=48)
Hexaploide 11 95,0705  2.28+0.274®  1.12+0.219®  3.79+0.583%
(2n=6x=72)

Dentro de cada columna, las medias con letras iguales no difieren estadisticamente

segun la prueba de Tukey (0=0.05)

4.7. DEFORMACION DEL ORGANO FLORAL

Las estructuras florales son las mas complejas de las plantas y su arquitectura tiene una
conservacion estable respecto a otros 6rganos (Alvarez-Buylla et al., 2010). La Figura 12
muestra las anomalias dentro del desarrollo floral y este desorden solo se presenté en un
solo individuo dihaploide (Genotipo M19). Dentro de las anormalidades florales se
visualizé la transformacion de anteras a pétalos (Figura 12B), corola a céliz (Figura 12C)
y una mayor cantidad de anteras (Anexo 2). La presencia de estas anormalidades se
produjo en la temporada de invierno — otofio; sin embargo, los demas individuos
dihaploides no presentaron alteraciones y conservaron la misma cantidad de anteras,
pétalos, sépalos respecto a los tetraploides y hexaploides. La presencia de estas anomalias

pueden estar acondicionadas por el medio ambiente (How Kit et al., 2010), la regulacion
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hormonal y cambios en la expresion de genes. Stitz et al. (2014) reportaron que la
presencia y derivados del &cido jasmonico juegan un papel importante en el desarrollo y
la maduracion floral. Asi mismo, Lozano et al. 1998, refieren que las bajas temperaturas
afectan el correcto desarrollo del boton floral en tomate, causando transformaciones y
alteraciones homeoticas (cambios en la identidad de los estambres y carpelos). Estas
anomalias se deben a cambios en la expresion de genes MADS-box y estos estan

involucrados en el desarrollo floral (Trevaskis et al., 2003).

Figura 12: A) Flor normal dihaploide (2n=2x=24); B y C) Presencia de anormalidades
homedticas de la planta dihaploide (2n=2x=24)

Los resultados en las anomalias florales de aguaymanto concuerdan con las
anormalidades reportadas por Lozano et al (1998). En consecuencia, esta anomalia en
Genotipo M19 se podria deber a cambios en la expresion de genes MADS-box a causa

de las bajas temperaturas de otofio-invierno.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion permitieron llegar a las

siguientes conclusiones:

1. Latécnica del conteo de cromosomas permitio determinar el nivel de ploidia de los
genotipos estudiados.

2. Las dimensiones y densidad del estoma se encuentran relacionadas positivamente

con el tamafio de genoma y nivel de ploidia.

3. La viabilidad del grano de polen se ve influenciado por el nivel de ploidia mientras
que el diametro del grano de polen del grupo 2x y 4x no mostré variacion alguna, sin

embargo, fueron significativamente inferiores a 6x.

4. Las alteraciones morfoldgicas de los 6rganos florales no se ven influenciadas por los

niveles de ploidia sino por condiciones externas.

5. Los valores de tamafio de genoma para individuos androgenicos 2x, 4x y 6x fueron
6.29, 13.16, y 20.27 respectivamente.

6. La reduccion del nivel de ploidia influye en la longitud del pistilo, ancho de ovario,

largo de estoma, ancho de estoma, area de caliz y area de corola.



VI. RECOMENDACIONES

- Incluir estudios sobre el desarrollo de la microspora dentro de la androgénesis de los
grupos dihaploides y hexaploides.

- Estudiar los genes MADS-box en las accesiones que presenta anormalidades florales.
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VIII. ANEXOS

Anexo 1: Medicién del grano de polen de un tetraploide (Bar= 50um)
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Anexo 2 : Caracteristicas del estoma (largo, ancho y densidad), intensidad de fluorescencia, cantidad de cromosomas y nivel de ploidia

ESTOMA+EE VEI)AEBPII(SII_EE)E/?\ID . FLORES (n=10)
GENOTIPOS LARGO ANCHO DENSIDAD (%) PI AN SE PE PL LO
GMO01 23.786+0.243 18.500+0.192 531.616+5.434 5.72 1 5 5 5 2 2
GMO02 24.827+0.396 19.996+0.278 436.088+3.924 2.79 1 5 5 5 2 2
GMO04 27.073+0.169 20.459+0.187 395.889+9.543 1.88 1 5 5 5 2 2
GMO05 23.741+0.210 19.130+0.268 404.245+18.60 2.53 1 5 5 5 2 2
GMO06 23.351+0.216 18.372+0.193 341.237+7.175 3.58 1 5 5 5 2 2
GMO7 25.386+0.217 20.809+0.215 448.509+5.581 4.90 1 5 5 5 2 2
GMO09 25.537+0.305 19.751+0.199 383.920+8.931 76.59 1 5 5 5 2 2
GM10 24.517+0.296 20.205+0.282 453.703+6.108 4.76 1 5 5 5 2 2
GM12 24.461+0.392 18.814+0.244 457.994+6.969 5.14 1 5 5 5 2 2
GM14 23.765+0.253 19.240+0.251 496.160+5.475 1.85 1 5 5 5 2 2
GM16 25.559+0.309 19.103+0.188 295.844+5.764 20.70 1 5 5 5 2 2
GM17 27.777+0.309 20.283+0.181 327.461+4.189 40.66 1 5 5 5 2 2
GM19 23.297+0.214 18.931+0.126 462.059+1.089 5.09 1 5.5 5 5.3 2.5 2.4
GM20 24.395+0.225 18.725+0.173 475.835+6.669 9.44 1 5 5 5 2 2
GM26 22.527+0.182 18.490+0.204 389.792+7.364 5.34 1 5 5 5 2 2
GMO08 37.973+0.934 27.451+0.637 226.964+9.758 78.04 1 5 5 5 2 2
GM21 30.126+0.332 23.276+0.316 244.579+4.109 86.18 1 5 5 5 2 2
GM23 29.058+0.349 22.894+0.134 182.700+4.685 93.92 1 5 5 5 2 2
GM24 31.368+0.333 23.537+0.195 170.957+2.880 82.81 1 5 5 5 2 2
GM25 34.819+0.263 24.799+0.177 161.246+2.319 68.66 1 5 5 5 2 2
GM18 45.916+0.941 29.769+0.528 125.112+3.212 59.15 1 5 5 5 2 2
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Pl=Pistilo, AN=Antera, GI=Gineceo, SE=Sépalos, PE=Pétalos, PL=Placenta, LO=Ld6culo



