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RESUMEN

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de la colchicina y la orizalina en la
poliploidizacion de las semillas de cafiihua (Chenopodium pallidicaule), un cultivo andino
de gran importancia nutricional, y su relacién con las caracteristicas morfolégicas de las
plantas resultantes. Se implemento un disefio completamente al azar con cuatro tratamientos
y tres repeticiones para cada agente poliploidizador. Los resultados indican que la aplicacion
de colchicina y orizalina aumento significativamente el porcentaje de poliploidia. Entre los
agentes poliploidizadores, la colchicina al 0.75% demostrd ser la méas efectiva, logrando una
tasa de poliploidizacién del 25.85%. Ademas, se observaron diferencias significativas en los
parametros evaluados entre los grupos de plantas con distintos niveles de ploidia.
Especificamente, el grupo mixoploide exhibi6é valores superiores en longitud, ancho de
estoma y diametro de polen en comparacion con el grupo diploide. En la poblacién de
mixoploides, con ambos agentes (colchicina y orizalina), se observé una relacion negativa
con los parametros de densidad estomética y altura de planta. En conclusion, la
poliploidizacion de las semillas de cafiihua mediante la aplicacion de colchicina y orizalina
podria ser una alternativa viable para la produccion de plantas poliploides con caracteristicas
mejoradas. La citometria de flujo se revela como una herramienta Util para la determinacion

precisa del nivel de ploidia en las plantas.

Palabras clave: Colchicina, orizalina, poliploidia, citometria, Chenopodium pallidicaule.



ABSTRACT

This research aimed to evaluate the effect of colchicine and oryzalin on the polyploidization
of quinoa seeds (Chenopodium pallidicaule), an Andean crop of great nutritional importance,
and its relationship with the morphological characteristics of the resulting plants. A
completely randomized design was implemented with four treatments and three replications
for each polyploidizing agent. The results indicate that the application of colchicine and
oryzalin significantly increased the percentage of polyploidy and mixoploidy. Among the
polyploidizing agents, colchicine at 0.75% proved to be the most effective, achieving a
polyploidization rate of 25.85%. Additionally, significant differences were observed in the
evaluated parameters among groups of plants with different ploidy levels. Specifically, the
mixoploid group exhibited higher values in length, stomatal width, and pollen diameter
compared to the diploid group. In the mixoploid population, a negative relationship was
observed with both agents (colchicine and oryzalin) regarding stomatal density and plant
height. In conclusion, the polyploidization of quinoa seeds through the application of
colchicine and oryzalin could be a viable alternative for producing polyploid plants with
improved characteristics. Flow cytometry emerges as a useful tool for accurately

determining the ploidy level in plants.

Key words: Colchicine, oriyzalin, poliploidy, citometry, Chenopodium pallidicaule.



l. INTRODUCCION

Los granos nativos tienen gran importancia econdmica y social a nivel nacional e
internacional, debido a sus propiedades nutricionales y su capacidad para ser cultivados en
condiciones desfavorables (sequia, salinidad, grandes altitudes y temperaturas extremas).

Entre ellos destaca la quinua, kiwicha, tarwi y cafiihua (Rodriguez et al., 2020).

Este estudio se enfoca en la cafiihua (Chenopodium pallidicaule A.), una especie con un
contenido proteico significativo (12,76% a 19,00%) y calidad destacada debido a sus
aminoacidos esenciales como triptéfano, arginina y lisina, raramente presentes en alimentos
vegetales (Repo-Carrasco et al., 2003; Tapia et al., 2019); sin embargo, el cultivo enfrenta
desafios como la dehiscencia de grano, tamafio de semilla y la limitada aplicacion de
tecnologia agricola, resultando en bajo rendimiento y obstaculizando la expansién a mayor
escala productiva (Apaza , 2010). Ademas, las dificultades en los procesos de mejoramiento
geneético generan escasez de genotipos mejorados y semillas de alta calidad (Rojas et. al,
2010).Por lo mencionado, es necesario consolidar técnicas de mejoramiento y de rapido
resultado. Es asi como la induccion de poliploides se presenta como método eficaz, rapido
y sencillo para la obtencion de nuevas variedades (Thao et al., 2003). Esta ha tenido éxito en
maultiples programas de mejoramiento genético en papa, alfalfa, trébol rojo, fiame, rosa, lirios
y otras especies de interés econémico (Rodriguez et al., 2020), donde las nuevas variedades
presentan mayor tamario de 6rganos (hojas, flores y semillas), vigor, rendimiento, tolerancia
a estrés bidtico y abidtico (Chen et al., 2020).

Los poliploides artificiales pueden obtenerse a través del tratamiento de semillas,
meristemos apicales y cultivo de tejidos con agentes antimitéticos como colchicina,
orizalina, trifuralina, etc. (Lam et al., 2014).Esta tecnica tiene que ser adaptada para cada
cultivo y requiere realizar varias pruebas para obtener la combinacion ideal del agente
antimitético, tiempo de exposicion y 6rgano de induccién (Chen et al., 2020). Por tal motivo,
la presente investigacion tiene como objetivo principal modificar el nivel de ploidia de la

cafiihua, a traves del tratamiento de semillas con orizalina y colchicina.
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12.

OBJETIVO GENERAL

Modificar el nivel de ploidia de la cafilhua (Chenopodium pallidicaule A.) a través del

tratamiento de semillas con orizalina y colchicina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el efecto de los agentes antimitdticos (colchicina y orizalina) en la

germinacion y supervivencia en las plantas de cafiihua.

Evaluar pardmetros morfoldgicos para la identificacion de poliploides en el cultivo de

cafihua.
Estudiar la relacion entre el tamafio de estoma (ancho y largo) con el nivel de ploidia.

Estudiar la relacion entre la densidad estomatica y el nivel de ploidia en las plantas de

cafiihua.

Definir la relacién entre el diametro de polen y el nivel de ploidia en las plantas de

cafiihua.

Determinar la concentracion y tiempo 6ptimo de remojo de las semillas de cafiihua en
soluciones de colchicina y orizalina mediante la evaluacion del porcentaje de

poliploidizacion.

Estimar el tamafio de genoma de la cafiihua (Chenopodium pallidicaule A.) var. Illpa
INIA.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. ORIGENY DISTRIBUCION

El primer registro documentado lo realizé Ludovico Bertonio en el afio 1612 reportando la
cafiihua (Chenopodium pallidicaule A.) en su libro “Vocabulario de la lengua aymara”.
Posteriormente, la denominacién botanica Chenopodium pallidicaule se dio por el botanico

suizo Paul Aellen en 1929.

Histéricamente, esta planta se remonta a mas de 5000 afios A.C, durante las sociedad inca 'y
preinca (Mangelson et al., 2019). En la época colonial se desestimé entre la clase media 'y
alta, pues se asociaba solo a culturas indigenas. A pesar de ello, se seguia cultivando en los
andes por su tolerancia a factores abioticos (heladas, sequias y salinidad), su facilidad para

convertirlo en harina y su alto valor nutricional (Tapia, 2000).

Su distribucién es exclusiva en zonas altoandinas de Bolivia y Pert (Figura 1),
desarrollandose sobre los 3700 m.s.n.m, alrededor del lago Titicaca. En Bolivia se puede
encontrar en los departamentos de La Paz, Oruro y Cochabamba. Mientras que, en Peru, se

extiende a regiones como Cusco, Apurimac y Huancavelica (Tapia et al., 2019).
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Figura 1: Distribucion de la cafiihua en Peru y Bolivia (Repo-Carrasco, 1988).



2.2. BOTANICAY TAXONOMIA

2.2.1. Morfologia

La cafiihua es una planta herbacea cuya raiz no sobrepasa los 20 cm, con escasas raicillas
secundarias (Figura 2). Su ramificacion comienza desde la base, su tallo principal presenta
estrias y es hueco a la madurez, pudiendo alcanzar una altura de 50 a 60 cm. Las hojas son
alternas con peciolos cortos con bordes dentados, que presentan 03 nervaduras marcadas en
el envés. Estas hojas contienen vesiculas con cristales de oxalato de calcio que controlan la
transpiracion excesiva y funciona como mecanismo de retencién de humedad, en caso de

sequias (Apaza, 2010).

Figura 2: Raices de Cafihua (Apaza, 2010).

En cuanto a los érganos reproductivos, las inflorescencias (Figura 3) son glomérulos cimosos
terminales o axilares, estando cubiertas por las hojas que protegen de temperaturas muy
bajas, lo cual es una caracteristica comun en las Amaranthaceaes (Spehar & de Barros
Santos, 2002). Cuando se fecunda la inflorescencia comienza la formacion del grano, cuyo
diametro alcanza 1,0 a 1,2 mm con un epispermo muy fino y puntiagudo de color negro,
cubierto por el perigonio de color gris, traslicido y fino. En algunos casos si la planta
contiene suficiente humedad la semilla puede germinar en la misma planta, por lo que estas

no presentan dormancia (Apaza Mamani, 2010).



Figura 3: Inflorescencia de cafiihua.

Existen 03 habitos de crecimiento: saihua, lasta y pampalasta (Figura 4). El primero, presenta
poca ramificacion, con un porte erecto, estrello y menor diametro. El segundo, posee mayor
namero de ramificaciones que inician en el cuello de la planta, porte mas frondoso y mayor
diametro. Por ultimo, se denomina pampalasta cuando crece totalmente tendido al suelo y

solo los extremos son erguidos (IPGRI et al., 2005).

SAIHUA LASTA PAMPALASTA

Figura 4:Habitos de crecimiento de la cafiihua (IPGRI, 2019).

2.2.2. Taxonomia
La cafiihua es pariente cercano de la quinua (Chenopodium quinoa), el paico (Chenopodium
ambrosoides) y también a la espinaca (Spinacea oleracea). A continuacion, se presenta su
clasificacion taxonomica:

Reino: Plantae

Division:  Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Caryophyllales

Familia: Amaranthaceae

Género: Chenopodium

Especie: Chepodium pallidicaule Aellen

(ITIS Standard Report Page: Chenopodium pallidicaule, n.d.)



2.3. VALOR NUTRICIONAL

Este grano posee un alto valor nutricional y contenido de fibra, incluso mayor que la quinua y otros granos (Tabla 1). Actualmente, considerado

como grano andino nutracéutico y funcional, es decir que posee propiedades fisioldgicas beneficiosas para la salud que reducen el riesgo de padecer

enfermedades cronicas(Rodriguez & Sorensen, 2021). Presenta aminoacidos esenciales (lisina, metionina, triptofano), aceites vegetales, dos tipos

de omega-6 (acido linoleico y linolenico), vitaminas (vitamina E y complejo B) y nutrientes como calcio, magnesio, sodio, fosforo, hierro, zinc

(Repo-Carrasco et al., 2003). Ademas, contiene flavonoides como la quercetina y componentes fendlicos con alta actividad antioxidante, lo cual

lo hace ideal para personas con problemas de colesterol (Aro & Calsin Cutimbo, 2019).

Tabla 1: Composicion nutricional de la cafiihua y otros granos. Traducido de Rodriguez et al. (2020).

. : Ac. Grasos Componentes
Composicion aproximada (mg Minerales (mg /100 g MS*) Aminoécidos esenciales (g/100 g de proteina) fenolicos
/ 100g MS) (%)
(Hg/9)
Especie % Carp*x  Fibra Ca Mg Fe Zn Lis Iso Leu  Met  Cis AC. _AC Derivados de
Proteina cruda Linoleico  Linolénico quercetina
Cafiihua 18,8 63,4 6,1 66,45 3,36 2,47 2,83 5,6 2,7 6,1 3,0 1,6 39,2 1,2 943,0
Quinua 144 72,6 4,0 67,55 3,92 2,61 2,7 5,6 2,7 6,1 31 1,7 38,9 24,3 1131,0
Amaranto 14,5 71,5 5,0 180,0 269 9,2 4.2 5,6 2,4 54 3,8 2,3 42,8 0,8 n.d.
Trigo 10,5 74,1 2,5 43,11 4,9 2,64 3,3 3,2 2,2 75 3,6 2,5 54,2 3,5 n.d.
Maiz amarillo 11,1 80,2 2,1 11,46 n.d. 2,72 n.d. 12,3 2,1 1,8 - 56,6 1,93 n.d.
Arroz 9,1 71,2 10,2 114 n.d. 1,01 n.d. 2,8 2,0 6,7 1,3 2,2 0,114 0,024 n.d.
Requerimientos adulto 45 15 59 1,6 0,6

*MS: Materia seca
**Carbohidratos



2.4. PRODUCCION Y MERCADO DE CANIHUA

Actualmente, se considera a Bolivia y Perd como principales productores de cafiihua. El
primero, con un rendimiento promedio de 627,0 kg/ha (Quiroga, 2015), mientras que en Perd
800,0 kg/ha (Figura 5), donde la produccion de cafiihua esta centrada principalmente en los
departamentos de Puno, Cusco, y Arequipa. Durante la campafia 2016 y 2017 el 95% de
cafiihua provenia de Puno, luego Cusco con una produccién de 4,88% y por Gltimo Arequipa
con un 0,12%. Siendo los rendimientos promedios en esos mismos afios 839,0; 458,0 y

1150,0 kg/ha respectivamente Contreras, 2018).
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Figura 5: Produccion de cafiihua durante campafia 2015-2016 (MIDAGRI, 2016)

Con respecto a la cadena de valor agricola de la cafihua, tiene un gran potencial y viene
siendo trabajado por pequefios productores rurales, sin embargo; el uso de tecnologias y
técnicas es pieza clave para su continuo desarrollo. Respecto a las exportaciones, se reportan
valores bajos y con precios en el mercado que varia entre $2,8-$3,1 por kilogramo (Giuliani
et al., 2012); sin embargo, se observa en los Gltimos afios tendencia en el crecimiento de
superficie, produccion y precio del cultivo (Figura 6). En la actualidad, se presenta como
oportunidad la necesidad creciente por alimentos saludables y nutritivos tanto a nivel
nacional como extranjero, que influye en la mejora tecnoldgica para la produccion de este
cultivo (Mayta, 2019).



Prospeccion de la cafithua desde 2017-2024
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Figura 6:Tendencia de crecimiento de la cafiihua. Tomado de Mayta (2019).

25. MEJORAMIENTO GENETICO

Mediante el mejoramiento genético se busca que el rendimiento por unidad de superficie se
incremente, mejore la calidad del cultivo, acortar ciclos vegetativos, resistencia a estrés
bidtico o abidtico (Fleury et al., 2010). En el cultivo de cafiihua, el mejoramiento esta
orientado a la obtencion de variedades con mayor rendimiento por unidad de area y
maduracion uniforme del grano en la planta (Apaza, 2010). Por otro lado, se busca como
caracteristica de interés para la seleccién y mejoramiento es la alta precocidad y esta se ha
encontrado en parientes silvestres de la cafiihua, reportandose madurez entre los 75 y 100
dias. Pero la dificultad de realizar la hibridacion artificial evita la combinacion de caracteres
para la precocidad. Por ello, la mutacién inducida es el método apropiado para generar
variacion y posteriormente implementar la seleccion en los individuos segregados
(Bonifacio, 2019).

Los métodos empleados en el mejoramiento de este cultivo son la seleccion individual y/o
masal, compuestos o variedades multilineas y por hibridacién; sin embargo, se mantienen
las limitantes por el tamafio de las flores, haciendo mas dificil la hibridacion (Vargas et al.,
2011). Por ello, en la actualidad solo las instituciones publicas de paises como Peru y Bolivia
vienen trabajando en el desarrollo de variedades (Tabla 2), dichas investigaciones se vienen



haciendo a traves de Fundacion PROINPA, la Universidad Mayor de San Andres, SAMIRI,
INIA, entre otras.

Tabla 2: Variedades y cultivares de Bolivia 'y Peru (Tapia et al., 2019).

Cultivar variedad Hébito de Rendimiento  Ciclo de vida Pais de
crecimiento (kg/ha) (DDS) origen
Warikunca Lasta 1320 140 Bolivia
Ak'apuya Saihua 1600 130 Bolivia
Saihua roja Saihua 1430 150 Bolivia
Condomaira Saihua 1300 140 Bolivia
limani Lasta 800 160 Bolivia
Kullaka Lasta 700 150 Bolivia
Lasta rosada Lasta 1430 145 Bolivia
Lasta naranja Lasta 1100 153 Bolivia
lllpa INIA Saihua 3000 140 Peru
Ramis Saihua 1720 nd Pera
Cupi Saihua 2150 nd Pera
Guinda canawa Lasta 900 160 Pera
Huanacco Lasta 750 160 Perd
Ayrampito Lasta nd 160 Per
Jacha Kahua Lasta nd 160 Perd
Chuqui Chillihua Lasta nd 140 Pera
Waripunchu Lasta nd 150 Perd

2.5.1. Estudios citologicos y genéticos aplicados al mejoramiento genético

Los primeros estudios a través de técnicas clasicas de tincion a partir de conteo de
cromosomas en radiculas de cafiihua reportaron como nimero de cromosomas 2n=2x=18,
confirmando ser una especie diploide (Gandarillas, 1968; Ponce, 1977). Posteriormente, se
han realizado estudios con técnicas de fluorescencia con tincion DAPI, donde se ha

corroborado el nimero de cromosomas reportado para cafiihua (Kolano et al., 2011).

Vargas et al. (2011), reportaron marcadores genéticos que cuantifican la diversidad en este
cultivo, donde se evaluaron el polimorfismo de 43 genotipos entre silvestres y variedades
comerciales. Ellos utilizaron 192 marcadores, y demostraron la posibilidad de transferencia
de loci, originalmente identificados en quinua a su pariente la cafithua. Por otro lado,
Mamani (2013), evalud la variabilidad genética de 26 accesiones de cafiihua por

caracterizacion molecular con la combinacion de 03 primers AFLP.



26. POLIPLOIDIA

La poliploidia se define como la condicion hereditaria de poseer més de dos juegos
completos de cromosomas en el nucleo celular (Woodhouse et al., 2009). Esta situacion se
produce aproximadamente en un 2-4% de los eventos de especiacidn en angiospermas de
manera natural durante el proceso de evolucién y diversificacion de las plantas (Sattler et
al., 2016). Hay dos tipos de poliploides: el autopoliploide, que se forma cuando un individuo
adquiere multiples juegos de cromosomas de la misma especie, y el alopoliploide, que se

genera a través de la hibridacion de especies diferentes (Miller et al., 2005).

En cuanto a la distribucién de los poliploides, se ve influenciada por factores como la altitud,
es asi como se encuentra una mayor frecuencia de poliploides mientras nos alejamos de la
linea ecuatorial y condiciones climaticas, en especial las temperaturas extremas (Rice et al.,
2019). Por ejemplo, existe una mayor frecuencia de individuos con gametos no reducidos en
zonas cuyas semillas se encuentran en ambientes de temperaturas extremadamente bajas,
tipico de latitudes polares (Van de Peer et al., 2017). Esta idea es reforzada por Novikova et
al. (2018) donde se estim6 que los eventos de autopoliploidizacién y aloploidizacion
coincidian con los méximos glaciares, proporcionando que nuevos individuos tengan
espacios de colonizacién. Como conclusién se toma que las plantas con mayor nimero de
ploidia demuestran una mejor adaptacion a condiciones adversas (Baduel et al., 2018). A

continuacion, en la Tabla 3, se muestran algunos ejemplos de poliploides.

Tabla 3: Descripcion de poliploides.

Ploidia Numero de juegos de Ejemplo Autor
cromosomas
Diploide 2x=22 Eucalyptus (Mora et al., 2005)
o ) (Heslop-Harrison &
Triploide 3x=33 Musa acuminata
Schwarzacher, 2007)
Tetraploide 4x=36 Chenopodium quinoa (Heitkam et al., 2019)
(Manuel Rodriguez-
Pentaploide 5x=120 Sprekelia formosissima Dominguez et al.,
2020)
) o ) (Guillen-Andrade et
Hexaploide 6x=42 Triticum aestivum
al., 2001)
) Psidium cattleyanum var. (Vazques Medina,
Heptaploide =77
Cattleyanum 2014)
Octaploide 8x=88 Opuntia ficus-indica (Mercado, 2014)
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2.6.1. Ventajas de los poliploides

El éxito de las plantas poliploides se debe a su capacidad para adaptarse a una amplia
diversidad de habitats y climas inestables en comparacion de sus progenitores diploides (2x),
esto debido a su alta heterocigosidad y presencia de alelos adicionales (Alam et al., 2015).
Adicionalmente, existen diferencias morfoldgicas positivas en el ambito de los programas
de mejoramiento como mayor tamafio de 6rganos (denominado efecto “gigas”), mayor vigor,
amortiguacion de mutaciones deletéreas y aumento de heterosis (Illamado también vigor
hibrido), segun Sattler et al. (2016), incrementar el contenido de metabolitos y componentes
propios de las plantas como flavonoides, alcaloides, aceites esenciales y
terpenoides(Lavania, 2005). Otro beneficio es que suele tener resultados en la reduccién de
la fertilidad durante la meiosis lo que permite la produccién de variedades sin semilla (Sattler
etal., 2016).

Por otro lado, la redundancia genética se considera otra de sus ventajas, donde los genes
recesivos son enmascarados por alelos dominantes de tipo silvestre; donde la poliploidia
puede reducir la incidencia de homocigotos recesivos, lo cual confiere cierto efecto de
proteccion contra mutaciones recesivas deletéreas y genotoxicidad (Comai, 2005).

A largo plazo, los poliploides se encuentran distribuidos en areas no nativas, generando
potencial para la colonizacion de nuevos habitats, esto asociado a la capacidad de mayor
tolerancia a condiciones ambientales adversas, mayor resiliencia al estres, y plasticidad
fenotipica (Baduel et al., 2018).

Los poliploides, al tener mayor nimero de genoma que un diploide da como resultado la
disminucién de la tasa de crecimiento y division celular (Otto, 2007). A nivel celular, el
incremento del contenido nuclear conduce al aumento del volumen celular y la tasa de
crecimiento es mas lenta y por otro lado, a nivel de organismo, también a menudo florecen
mas tarde y son frecuentemente perennes, esta idea se ve reforzada con el estudio realizado
por Corneillie et al., 2019, donde compararon plantas de Arabidopsis thaliana con diferentes
niveles de ploidia, el andlisis cinematico mostré que los poliploides se desarrollaron mas
lentamente en comparacion con los diploides, causando el retraso en la floracion para las

plantas con mayor nivel de ploidia.

Las ventajas mencionadas anteriormente, conducen a la induccién artificial de individuos
poliploides como técnica de mejoramiento en plantas con alto interés comercial(Molero

Paredes et al., 2018). Mediante esta técnica se logra duplicar juegos de cromosomas,
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apareciendo caracteres particulares; sin embargo, los efectos del tratamiento son
impredecibles, tanto favorables como desfavorables en cada especie (Cubero, 2013).

2.6.2. Desventajas de los poliploides
Comai (2005) describe 3 principales desventajas al obtener poliploides: en primera instancia,
el agrandamiento nuclear y celular. Segundo, la propensién a producir aneuploides y, por

ultimo, la inestabilidad epigenética.

Los efectos disruptivos en el agrandamiento celular son explicados pues mediante el
aumento del contenido de ADN suele aumentar el volumen celular; sin embargo, si el
genoma es duplicado se espera que la célula duplique su volumen, pero el aumento suele ser
de 1,6 veces la superficie de la envoltura nuclear, lo que causa cambios estequiométricos en

la interaccion de los componentes de la cromatina (Melaragno et al., 1993).

Los problemas que surgen durante la mitosis y la meiosis pueden causar la aparicion de
organismos aneuploides, por los agentes quimicos que inducen poliploidia acttan a nivel del
huso acromatico causando pérdidas de cromosomas. Es posible que las células aneuploides
crezcan mas lentamente y sean superadas por la proliferacion preferencial de las células

euploides circundantes (Sheltzer et al., 2012).

La inestabilidad epigenética se da al aumentar el nimero del juego cromosémico donde
todos los genes se ven afectados y por ende también se da el aumento en la expresion génica,
al existir cambios en la relacion estructural entre ciertos componentes, también esta
expresion génica puede ser modificada; sin embargo, pocos estudios han determinado los
efectos de la ploidia en la regulacion génica. Uno de los primeros, fue medir los niveles de
ARNm por genoma para 18 genes en maiz (1X, 2X, 3X y 4X). La expresion de la mayoria
aumentd con la ploidia, pero algunos genes mostraron relacion inversa con su nivel de

ploidia, sobre todo en tejidos haploides y triploides (Guo et al., 1996).

2.6.3. Induccidn artificial

La induccion artificial comenzd en la década de los 40, obteniéndose poliploides de
diferentes especies incluyendo monocotiledéneas y dicotiledoneas. En los trabajos
realizados por Jin-xian (2010), en Saintpaulia ionantha, se mejoraron las caracteristicas
ornamentales con la obtencidn de un tetraploide. Otros ejemplos en ornamentales fueron

reportados por Gantait et al., en el 2010 en Gerbera (Jamesonii Bolus cv. Sciella), Alocassia
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“Green Velvet” (Thao et al., 2003), Helianthus annuus (Narro, 2010) y especies del género
Rhododendro (Hebert et al., 2010).

Existen diferentes métodos artificiales para la induccién de poliploides. Algunos de ellos
mediante agentes fisicos (golpes de calor o frio y radiaciones) o agentes quimicos (Tabla 4)
como el oxido nitroso, etilmercurio, sulfanilamida, orizalina, trifuralina y amiprophos-metil
(AMP). Las plantas con un numero basico de cromosomas mas bajo tienen una mayor
probabilidad de experimentar duplicacidn, especialmente en el caso de plantas alégamas en
comparacion con las autbgamas, donde se observa una mayor tendencia a la recombinacion
del material genético (Bowers & Paterson, 2021). Es fundamental seleccionar el método de
aplicacion adecuado. Se pueden tratar tejidos meristematicos pequefios y en crecimiento
activo, como semillas, plantulas o brotes apicales. Sin embargo, el método mas exitoso para
inducir la poliploidia es el tratamiento de semillas pregerminadas, es decir, con raiz

emergente (Pirkoohi et al., 2011).

Tabla 4: Agentes antimitoticos quimicos mas utilizados para la induccion de poliploides.

Agente Especie Concentracion Referencia

Thymus persicus 0,75-1,25mM (Tavan et al., 2015)

Colchicina Bletilla striata 1,25-5mM (Pan-pan et al., 2018)
Populus hopeiensis 100 uM (Wu et al., 2020)
Hebe "Oratia beauty" 11,5 - 289 uM (Gallone et al., 2014)

Orizalina Ophiopogon planiscapus 75uM (Gillooly et al., 2015)
Cannabis sativa 20 - 60 uM (Parsons et al., 2019)
Spathiphyllum wallsii 10 uM (Eeckhaut et al., 2004)

Trifuralina Helleborus niger 3-10 uM (Dhooghe et al., 2009)
Cucumis sativus 15 - 450 uM (Ebrahimzadeh et al., 2018)
Dianthus caryophyllus 32.9 uM (Nimura et al., 2006)
Rosa persica 6-24 uM (Khosravi et al., 2008)

Amiprofos- metil . .
Raphanus sativus x Brassica
10 - 30 uM L
oleracea (Niimi et al., 2015)

Pendimentalina  Plumbago auriculata 800 uM (Jiang et al., 2020)
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a. Colchicina

Pelletier & Caventou descubrieron la colchicina en 1819 extrayéndolo de las semillas (0,2-
0,8%) y bulbos (0,1-0,5%) del coélquico (Colchicum autunmnale), perteneciente a la familia
de las liliaceas. Al ser extraido, es un polvo blanquecino, cristalino, inodoro que al tener
contacto con la luz suele oscurecerse, por lo cual la industria quimica comercialmente lo
maneja en frascos ambar (Leung et al., 2015); también es muy tdéxica y cancerigena, se
conoce que 5 mg/kg es letal para los humanos. Es soluble en agua y alcohol con punto de
fusion de 155-157°C (Manzoor et al., 2019). Levan (1938) demostrd que la colchicina es

un agente quimico especifico y eficiente para la duplicacion de cromosomas en plantas.

Cuando la colchicina es aplicada ocurren irregularidades en la division celular. Este quimico
inhibe la polimerizacion del huso mitético en la metafase durante la division celular,
evitando asi la migracion de los cromosomas hacia los polos, resultando en la duplicacién
de cromosomas luego de la division celular (Manzoor et al., 2019). La colchicina también
actlia directamente sobre las células incrementando su tamafio. Por su alta toxicidad, se
recomienda utilizarlo en bajas dosis con exposicion prolongada; sin embargo, Castro et al.,
en el 2018 y Eng & Ho, en el 2019 afirmaron que la colchicina tiene baja afinidad por las
tubulinas de células vegetales, por lo que normalmente suelen utilizarse concentraciones que

oscilan desde 0,1ppm (Lychnis seno) hasta 150 ppm en membrillo (Chaenomeles japdnica).

b. Orizalina

La orizalina, conocida por su férmula quimica como 3,5-dinitro-N4, N4-
dipropylsufanilamida, herbicida perteneciente a la clase de los dinitroanilinos que se
caracterizan por causar fuertes anomalias en las plantas y con mayor efecto en zonas de alta
actividad meristematica, como los apices radiculares (Lam et al., 2014). Logra inhibir la
mitosis en la formacion de microtabulos, interrumpiendo el ensamblaje de la tubulina en las
células vegetales. Algunos estudios ultraestructurales mostraron que las concentraciones
nanomolares de dinitroanilinos, causan parcial o completa desaparicion de los microtabulos

en todos los sistemas subcelulares (Chen et al., 2021).

Dependiendo del cultivo, la eficiencia de poliploidizacién puede variar segun el agente
antimitético que se emplee (Tabla 5). Talebi et al. (2017) observaron que el tratamiento con
orizalina fue la técnica mas efectiva para inducir poliploides en Agastache foeniculum. La
eficiencia del agente antimitotico dependera de distintos factores, siendo los mas
importantes: el tejido a escoger, el genotipo de la planta, método de aplicacion del reactivo

y las condiciones de crecimiento que se le den a la misma (Trojak-Goluch et al., 2021).
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Tabla 5: Agentes inhibidores de huso acroméatico més utilizados durante el pretratamiento
(Maluszynska, 2003).

Agente Concentracion Tiempo (h) Condiciones

Colchicina 05-1.0% 2-3 Temperatura ambiente a oscuras.

2 primeras horas a temperatura

8-Hidroxiquinolina 0.002 M 4 ambiente y luego 2 horas a 4°C
a-Bromonaftaleno saturado 2-4 Temperatura ambiente a oscuras.
Agua helada - 12-24 0°C

2.6.4. Concentracion y tiempo de exposicion de los agentes antimitoticos

Talebi et al. (2017) reportan la adicion de surfactantes (tween 20 o lanolina) al agente
antimitotico para incrementar la eficiencia de poliploidizacién. En tejidos multicelulares
suelen emplearse sulféxidos como el Dimetil sulfoxido (DMSQO), que también es un

excelente solvente e incrementa la permeabilidad de la membrana.

Por otro lado, es importante utilizar dosis que permitan la supervivencia de las células
tratadas; cuando estas concentraciones son altas, existe toxicidad para las células vegetales,
provocando crecimiento anormal y baja viabilidad, mientras que dosis muy bajas pueden ser
ineficaces o inducir exceso de mixoploides o aneuploides (Manzoor et al., 2019b). Es
necesario definir la dosis segln el tipo de cultivo, Niu et al. (2016) en J. curcas, extendieron
el tiempo de exposicion de 4 a 7 dias y se incremento el porcentaje de poliploidizacion de
10 a 15% respectivamente. Ademas, Talebi et al. (2017) mencionan mayor efecto de
poliploidizacion con orizalina al exponerla a 24 horas, logrando alcanzar hasta 20% de

tetraploides.

2.7.  METODOS DIRECTOS PARA LA ESTIMACION DEL NIVEL DE PLOIDIA

2.7.1. Estimacion del nivel de ploidia
Conocer el nivel de ploidia de una especie y cuantificar la diversidad de citotipos dentro de
la especie es esencial para mejorar la comprension de la sistematica y evolucion de las

plantas (Correa Dos Santos et al., 2017).
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Como se ha mencionado, los eventos de duplicacién son comunes tanto de forma natural
como en los programas de mejoramiento para la obtencion de individuos poliploides, donde
se requiere la caracterizacion de este material y determinacion de su nivel de ploidia posterior
a los tratamientos que son sometidos (Dirihan et al., 2013). Este puede conocerse a través de
métodos directos con la ayuda de un microscopio mediante el conteo del nimero de
cromosomas en las células o estimarlo a través de la comparacion entre el numero de
cromosomas conocido y cantidad de ADN conocido, analizandolas por citometria de flujo
(Zhang et al., 2012). Por otro lado, existen métodos indirectos donde se evallan
caracteristicas morfolégicas que pueden predecir un cambio en el nivel de ploidia, como
tamano de estoma, la densidad estomatica, el tamafio del polen entre otros (McGoey et al.,
2014).

a. Citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica ampliamente utilizada para la estimacion del tamafio
de genoma y determinacion del nivel de ploidia en las plantas por su precision, efectividad,
bajo costo operativo y corto tiempo empleado por muestra (Garavello et al., 2019). Sus
aplicaciones han sido diversificadas en diferentes ramas como la biomédica, incluyendo la
inmunologia, hematologia, oncologia y otras ramas como la botanica, taxonomia, entre otras
(Vrénaetal., 2014).

Mediante el citémetro de flujo (Figura 4) se pueden analizar las propiedades 6pticas como
la fluorescencia y dispersién de luz de particulas microscopicas de un liquido en suspension
donde las células son medidas individualmente a altas velocidades (1000-10000/s) lo que
facilita la toma de muestras en poblaciones (McKinnon, 2018). El analisis individual de los
nacleos permite la identificacion de muestras con células en division asincrénica. Las
cantidades de ADN pueden ser analizadas con alta precision, donde los coeficientes de
variacion (CV) de los picos de ADN generalmente oscilan entre 1 y 5% (Dolezel et al.,
2007). Los resultados se presentan en forma de histogramas monoparamétricos de
distribucion de frecuencias, gréaficos biparamétricos o multiparamétricos (Vrana et al.,
2014).
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Figura 7: Flujograma del funcionamiento citometro de flujo
Fuente: Adaptado de Vrana, 2014

b. Solucién tampon

Para analizar una muestra por citometria de flujo es necesaria la preparacion de
suspensiones de nucleos intactos, que seran tefiidos por un fluorocromo especifico de ADN
como se explicara mas adelante. Se han desarrollado diferentes formulas de soluciones
tampon para preservar la integridad del contenido nuclear, proteger el ADN de la
degradacion, liberar los nacleos de las células y facilitar su tincion. En 1973 se utilizaron
enzimas hidroliticas para desintegrar las paredes celulares y liberar los nucleos del tejido;
sin embargo, esta técnica tomaba bastante tiempo y era poco practica. En 1983, se desarrollo
un método rapido para aislar los nucleos de las plantas triturando los tejidos vegetales en una
solucion tampon. Desde entonces, ha sido el método principal y mas adecuado para el

aislamiento nuclear en plantas (Loureiro et al., 2006).

Existen mas de 25 tampones de lisis; sin embargo, solo 5 son ampliamente utilizados (Tabla
6). Estas sustancias estan compuestas de un estabilizador de cromatina (MgClz, MgSOs,
espermina, etc.) un agente quelatante (acido etilendiaminotetracético — EDTA, citrato de
sodio), sales inorganicas (KCI, NaCl) para lograr una fuerza idnica adecuada, tampones
organicos [Acido 3-(N-morfolino) propanosulfonico (MOPS), Tris-hidroximetil-
aminometano (TRIS) y otros]. Asi mismo es necesario estabilizar la solucién a pH entre 7-
8 y agregar un detergente no ionico (Triton X-100, Tween 20) para la liberacion de nucleos
(Loureiro et al., 2006).
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Tabla 6: Soluciones tampon para aislamiento de nlcleos méas utilizados en citometria de
flujo (Cires et al., 2011; Dolezel et al., 2007; Loureiro et al., 2006).

Tampon Composicién

Tris.MgCl: 200 mM Tris; 4 mM MgCl,.6H,0; 0.5% (v/v) Triton X-100; pH 7.5

45 mM MgCly; 30 mM citrato de sodio; 20 mM MOPS; 0.1% (v/v) Triton X-100;

Galbraith

pH 7.0

LBoL 15 mM Tris; 2 mM Na;EDTA,; 0.5 mM spermine.4HCI; 80 mM KCI; 20 mM
NaCl; 15mM B-mercaptoethanol; 0.1% (v/v) Triton X-100; pH 8.0

MaSO4 9.53 mM MgS04.7H20; 47.67 mM KCI; 4.77 mM HEPES; 6.48 mM DTT,;
J 0.25% (v/v) Triton X-100; pH 8.0
ot Otto I: 100 mM Acido citrico; 0.5% (v/v) Tween 20 (pH 2-3)
0

Otto I1: 400mM NazPO4.12H,0 (pH 8-9)

c. Fluorocromos
Existe gran variedad de fluorocromos (Tabla 7) que se unen estequiométricamente a los
acidos nucleicos (Cires et al., 2011), por lo que es importante estandarizar un protocolo

adecuado para el analisis de la muestra segun el cultivo.

Tabla 7 : Caracteristicas de algunos fluorocromos utilizados para citometria de flujo.

. Concentracion .
Fluorocromo Interacciona con ug/mL Referencias

Staalsoe et al. (1999)
Bromuro de etidio Acido nucleico 50-150 Dent et al. (2008)
Persson et al. (2006)

(Pattanapanyasat et al., 1997)

Yoduro de propidio Acido nucleico 50-150 (Riccardi & Nicoletti, 2006a)

4’ 6-diamidino-2-fenilindol Otto (1990)

DAPI ADN 24 Kravtsov et al. (2001)
van Vianen et al. (1990)

Hoechst 33258 ADN 2-4 Brown et al. (1980)
Izumiyama et al. (2009)

Mitramicina i 50-100 Kravtsov et al. (2001)

(Larsen et al., 1986)
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d. Yoduro de propidio

Riccardi & Nicoletti (2006) describen al yoduro de propidio como una molécula fluorescente
que se une estequiométricamente a los acidos nucleicos y donde la emisién de fluorescencia
es proporcional a la cantidad de ADN y/o ARN contenido en una célula, no obstante, este
compuesto no puede atravesar células con membranas plasmaticas intactas y solo puede
penetrar células muertas con membrana dafiada. Por ello, se utiliza para diferenciar células
muertas (membranas plasmaticas permeables independientemente del mecanismo de
muerte) de las células vivas con membranas intactas (Figura 7). El yoduro de propidio se
excita con longitudes de onda entre 400 y 600 nm y emite una luz entre 600 y 700 nm, por
lo que es compatible con laseres fotodetectores encontrados en citometros de flujo (Crowley
etal., 2016).

Dead Cell Live Cell |

p ‘

Propidium : ‘
lodide ‘

Figura 8: Mecanismo de accion del yoduro de propidio. Tomado de R&D System.

2.7.2. Tamafo de genoma en plantas

El tamafio de genoma esté referido a la cantidad de ADN que contiene el nucleo celular, este
valor se expresa en la cantidad de pares de bases de ADN que componen el genoma (Pellicer
et al., 2018). En la actualidad, el tamafio de genoma se considera como evidencia de
biodiversidad (Figura 9). Temsch et al. (2021) afirman que dentro del grupo Embryophyta
existen alrededor de 2300 especies cuyo tamafio de genoma varia desde 0,0624 pg/1C
(Genlisea tuberosa) hasta 152,23 pg/1C (Paris japonica). Ademas, es importante para la
identificacion de especies, verificacion de su posicion taxondmica e identificacion de
material vegetal cultivado in vitro cuyo genoma ha sido modificado por variacion

somaclonal (Sliwinska, 2018).
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Figura 9: Histograma de tamafio de genoma de diferentes angiospermas
(Temsch et al., 2021)

Los principales mecanismos que explican la expansion del genoma en una especie son la
poliploidia y la acumulacion de secuencias de ADN repetitivas que constituyen la mayor
parte del genoma. Este primer mecanismo, tiene impacto directo en el tamafio del genoma,
incluso en ausencia de hibridacién. Adicionalmente, mejora la diversidad genética y el
dinamismo genomico e incluso sugiere que los eventos de poliploidia contrarrestan la
reduccién del tamafio de genoma, evitando la pérdida de genes fundamentales (Vu et al.,
2015). Estos valores pueden ser expresados en pg (picogramos) o Mbp (millén de pares de
bases), segun Dolezel et al. (2007), 1 pg = 978 Mpb.

Para la determinacion del tamafio de genoma es necesario comparar los ndcleos en
suspension de un estandar de referencia (muestra de tamafio conocido) y la muestra de la
especie por determinar; en la Tabla 8 se muestran algunos de estos estandares. Esta
estandarizacion puede ser externa o interna. La primera implica aislar, tefiir y analizar por
separado la muestra y el estandar (Figura 10-A), donde se registran las posiciones de los
picos de ADN en ambas muestras y se calcula el contenido de ADN de la muestra
desconocida en funcion al cociente de intensidad de fluorescencia (IF); sin embargo, este
resultado no es preciso, por ello se recomienda su uso para la determinacion preliminar
(Sliwinska et al., 2021).
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Figura 10: Histogramas de citometria correspondientes: A) Estandarizacion
externa B) Estandarizacion interna. Modificado de Dolezel et al. (2007).

Por otro lado, en la estandarizacion interna los nacleos de la muestra desconocida y estandar
de referencia se aislan, tifien y analizan simultdneamente en la misma suspension (Figura
10-B), lo que asegura condiciones de tratamiento idénticas para los nucleos y la muestra
durante todo el proceso, por lo que todas las demas variables como metabolitos secundarios,
temperatura, eficiencia del laser y cambios de flujo en la muestra, afectarian de la misma
manera a los nucleos (Dolezel, 1991; Sliwinska et al., 2021). Este método es ampliamente
aceptado para la medicion del tamafio de genoma, deteccidn de aneuploidias y composicion
base del ADN (Temsch et al., 2021).

Pellicer et al. ( 2018) mencionan otro término relacionado al tamafio de genoma, el Valor C,
que indica la masa de ADN en picogramos en un conjunto haploide de cromosomas (medido
a partir de gametos o células germinales). El valor C se usa comUnmente para describir el

ADN presente en células haploides (una sola copia del conjunto completo de cromosomas).
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Tabla 8: Estandares de referencia recomendados para la estimacion de contenido de ADN
(Dolezel et al., 2007).

. Contenido de ADN 2C
Plantas y cultivares

(Pg ADN)

Raphanus sativus L. "Saxa" 1.11
Solanum lycopersicum L. "Stupické polni rané" 1.96
Glycine max Merr. "Polanka" 2.5

Zeamays L. "CE-777" 5.43
Pisum sativum L. "Ctirad" 9.09
Secale cereale L. "Dankovské" 16.19
Vicia faba L. "Inovec" 26.9
Allium cepa L. "Alice" 34.89

a. Interpretacion de los resultados
Los resultados obtenidos del citometro de flujo pueden ser representados a través de graficas
de puntos, figuras tridimensionales e histogramas, por ello se debe elegir la grafica que mejor

represente a la muestra sin generar confusiones (Shapiro, 2003).

Los histogramas mayormente empleados en citometria en plantas son los monoparamétricos
(Figura 8), donde se observa el parametro seleccionado en el eje “X” (contenido de ADN),
mientras que en el eje de las “Y” normalmente suele estar el numero de células o eventos

analizados.

Laguado (2007) mencionan a los histogramas biparamétricos (Figura 11), también llamados
dot-plots, donde son comparados dos parametros, en base a sus propiedades de luz emitida
por desviacion frontal (FSC) que determina el tamafio de cada célula y la dispersion lateral
(SSC) que representan la complejidad o granularidad de la particula intracelular.
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Figura 11: A) Histograma monoparamétrico, se observa la intensidad de fluorescencia (eje X) vs. el
nimero de eventos (eje Y). B) Histograma biparamétrico Intensidad de Fluorescencia en el detector FL1 vs.
el detector FL2, los puntos blancos son las células detectadas definidas como negativas (Laguado, 2007).
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b. Conteo de cromosomas

Las caracteristicas citol6gicas se emplean para diferenciar y rastrear la filogenia de los
organismos, es decir, parte de la citotaxonomia, popular término en la taxonomia de plantas
en los afios de 1930 y 1960 que incluye el nimero de cromosomas, la morfologia, asociacion,
el comportamiento y la citoquimica cromosomica, resultados valiosos que han

revolucionado las interpretaciones filogeneéticas (Honnegowda Venkatesh, 2021).

Es ideal que el nimero de cromosomas sea evaluado en células que se encuentren en division
celular mitética o meidtica. El conteo en fase mitética (Figura 12) de las células es méas
sencillo y préactico y estas se encuentran en las puntas de raices principalmente; sin embargo,
si no se tiene la disponibilidad de raices se puede utilizar puntos de crecimiento como brotes
jévenes, hojas o callos (Maluszynska, 2003).

* Se busca incrementar el nimero de células en metafase |« Se utiliza un fijador a base de Metanol y &cido acético
y cromosomas en condensacion, a través de agentes| | glacial en partes de 1:3, respectivamente. Este reactivo

inhibidores del huso acromatico. ayuda a conservar el acido nucleico.

PRE v — ) E
TRATAMIENTO X / FIJACION o "

« Este proceso puede ser enzimatica (celulasa, + Se realiza principalmente con acetoorceina,
pectinasa,macerozima) o 4cida (acido clorihidrico), lo acetocarmin o tincion de Feulge. Este procedimiento
que ayuda a degradar los tejidos celulares permitiendo permite la mejor observacion y conteo de los
la libecacion y dispersion cromosomica. cromosomas. Posteriormente debe realizarse un

correcto "squash".
A w AA \% —‘;\J
HIDROLISIS TINCION DE CROMOSOMAS ~ *".&

Figura 12: Flujograma conteo de cromosomas

2.7.3. Parametros asociados al nivel de ploidia

a. Tamanfo y densidad estomatica

Diversos estudios han demostrado con frecuencia que el tamafio de los estomas, la densidad
estomatica y el nimero de cloroplastos dentro de las células guardianas varian
significativamente al duplicar el nimero de cromosomas, en comparacion del estado
diploide (Monda et al., 2016; Qin & Rotino, 1995; Urwin et al., 2007). Las caracteristicas
de los estomas (densidad y tamafio) se han considerado como pardmetros para distinguir el
nivel de ploidia en la familia de las Orchidaceae como Cymbidium (Wimber & Van-Cott,
1966), Paphiopedilum (Watrous & Wimber, 1988) y Phalaenopsis (W. Chen et al., 2009).
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También se ha demostrado para cultivos ornamentales como es el caso de cultivares de
Bouganvillea, donde el tamafio medio reportado de los tetraploides fue 1,95 y 2,09 veces
mas que de los diploides. En cuanto a la densidad estomatica en plantas diploides fue de 1,85
y 1,96 veces mas que la observada en plantas tetraploides (Anitha et al., 2017). En el cultivo
de jenjibre, se reportan resultados similares con respecto a la frecuencia estomatica en
plantas diploides, cuyos valores fueron 1.8 veces mas a lo observado en plantas tetraploides
(Sakhanokho et al., 2009).

El aumento del nimero de cromosomas en los poliploides suele cambiar las expresiones
génicas, lo que da como resultado alteraciones fenotipicas, incluidas la densidad y tamafio
de estomas en las plantas (Comai, 2005). Por ejemplo, Rao et al.(2019), indujeron
tetraploides de Lycium ruthenicum con colchicina, obteniendo menor densidad estomatica
(94,3+10,54/ mm?)  que en los diploides (189,6+19,20/ mm?), como consecuencia del

incremento en el tamafo de los estomas.

b. Tamario de polen

El tamafio del polen varia considerablemente en las plantas, de 13 a 130 pum de diametro e
incluso puede variar dentro del mismo género (Knight et al., 2010). Existe correlacién
positiva entre el tamafio del grano de polen y el contenido de ADN nuclear, el cual se ve
incrementado en la poliploidizacién inducida (Md6ller, 2018); sin embargo, pocos trabajos

confirman esta correlacion entre el nivel de ploidia y tamafio de polen (Sanders, 2021).

Los granos de polen son haploides (n) cuando provienen de plantas diploides (2n), pero si
estas plantas se ven afectadas por la poliplodizacién, el estado natural haploide (n) se
modifica a 2n o incluso a niveles mas altos. Sanders (2021) reporta que el incremento en el

tamafo de genoma, resulta en mayor dimension de los granos de polen (Tabla 9).
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Tabla 9: Estudios relacionados entre la ploidia y el tamafio de polen reportados por familia,
genero, variacién de ploidia y como la duplicacion de ADN puede cambiar el volumen del

polen.
Familia Género N° de cromosomas Duplicacion d.el Referencia
ADN lleva a:
. deflexa (2n=24) 1.5x a 2x polen
B L I ) larke, 1977
oragnaceae appuia squarrosa (2n=48) mas largo (Clarke, 1977)
epithymum (2n=14) 1.2x polen mas (Cronk & Clarke,
Convolvulaceae  Cuscuta carapestris (2n=56) largo 1981)
. murialis (2n=30) 1.3x polen més .
Papaveraceae Fumaria capreolata (2n=60) largo (Kalis, 1979)
especies varias 1.2x polen mas
Poaceae Andropogon (2n=60, 120y 180) largo (Gould, 1957)
Polvaonaceae RUMeX acetosella 1.1x a 1.3x polen (van Leeuwen et
ye (2n=14, 28y 42) més largo al., 1958)
. s 1.3x polen mas (Orjeda et al.,
Convolvulaceae  Ipomoea trifida con polen diploide largo 1990)
thaliana 1.7x polen més
Brassicaceae Arabidopsis  con polen diploide y Ia;r op (Bennett, 1972)
tetraploide g

2.8. USO DE POLIPLOIDES EN LA INDUSTRIA

Esta técnica de produccién de plantas mejoradas viene siendo empleado desde los afios 50,
rescatando las caracteristicas ventajosas para introducir nuevas variedades. Estos trabajos
comienzan con la produccién de autotetraploides, que se inician con la aplicacion de
colchicina o altas temperaturas; sin embargo, estos primeros intentos fracasaron: el individuo
tetraploide de linaza reporté menor contenido de fibra y grasas que el diploide (Hoffmann et
al., 1979). Dos de los principales objetivos de la poliploidizacion son incrementar el tamafio
de las partes vegetativas y el contenido de los componentes bioquimicos. Por ejemplo, en
plantas herbaceas como Chamomilla recutita (L.) el aumento de ploidia incrementa el
contenido enzimatico y otros metabolitos secundarios que contribuyen a la mayor
produccién de aceites, flavonoides, bisaboloides, ademas de presentar mayor altura de
planta, tamafio y peso seco de las semillas (Gosztola et al., 2006). En la actualidad, alrededor

de un cuarto de las variedades cultivadas de manzanilla son tetraploides inducidos por
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colchicina, resaltando la importancia del uso de esta técnica en especies de uso medicinal
(Das, 2015).

Otro importante cultivo es el algoddn, cuya fibra sigue siendo mundialmente utilizada. El
género Gossypium es representado en dos niveles de ploidia; diploide (2n = 26) y tetraploide
(2n = 52). Este ultimo proveniente de una alopoliploidizacion de dos especies diploides. El
mejoramiento de este cultivo se centra en la localizacion de genes que determinan la calidad
de la fibra a partir de los mecanismos de elongacion de células y sus paredes. Hasta el
momento, el alotetraploide con genes AADD presentan la mejor calidad y rendimiento de
fibra que sus pares diploides (Renny-Byfield & Wendel, 2014).

Otra aplicacion en la industria es usar la poliploidizacion como una herramienta para generar
genotipos deseados o superar barreras genéticas, pues como se ha mencionado anteriormente
son fuente de nuevas variaciones a traves de las mutaciones cromosomicas. Ademas, los
tetraploides son utilizados para producir variedades triploides, logrando asi especies que no
producen semillas. Un ejemplo de ello es la variedad triploide de lupulo que se caracteriza
por poseer un menor nimero de semillas, lo que beneficia en evitar el proceso de limpieza
antes de la molienda. Otra ventaja es que las variedades triploides poseen mayor calidad en
cuanto al sabor en la cerveza (Trojak-Goluch & Skomra, 2018). Por otro lado, Lam et al.
(2014) estudiaron la induccion a tetraploidia en Acacia crassicarpa para obtener plantas
triploides pues esta especie es considerada como una maleza con una produccion excesiva
de semillas. Se utilizaron dos agentes poliploidizadores, colchicina y orizalina. Con el
primero se logré la maxima eficiencia de tetraploidizacion (12,81%) en dosis de 0,02% con
un 61% de sobrevivencia, mientras que con orizalina no se vio afectada la germinacion ni

supervivencia de las plantulas y la eficiencia de tetraploidizacion sélo alcanzo el 3,10%.

Otro estudio fue realizado en Taraxacum kok-saghyz para incrementar el rendimiento en la
produccion de caucho mediante induccion de poliploides. El tratamiento 6ptimo se obtuvo
a concentracion de 0,1% de colchicina por 48 horas con 56,6% de eficiencia. Los resultados
a los dos meses mostraron incremento de 47,7% en la produccion de caucho; sin embargo,
disminuyd la concentracion de inulina/azlcares en las plantas tetraploides (Luo, laffaldano,
& Cornish, 2017).

Escandon et al. (2005) obtuvieron nuevas variedades comerciales al duplicar material
genético de Scoparia montevidiensis, con el uso de concentraciones de colchicina de 0,0;
0,1;0,05; 0,01y 0,001% durante 24 y 48 horas, de un total de 364 plantas tratadas se lograron
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cuatro plantas tetraploides y 16 quimeras. En las plantas tetraploides se incremento el &rea
foliar, diametro del tallo y tamafio de flores.

Rodriguez et al. (2006) realizaron un estudio en Physalis peruvina L., cuya carga genética
era 2n=24 y 32. Luego de la duplicacion cromosoémica con colchicina al 0,01% vy
solubilizada en DMSO (Dimetilsulfoxido) aplicando a semillas germinadas in vivo como in
vitro, obtuvieron tetraploides con 2n=4n-4=64 cromosomas, material que tuvo mayor

actividad fotosintética, nimero de estomas y tamafio de frutos.

Pintos et al. (2007) duplicaron el nimero de cromosomas para obtener plantas dobles
haploides en alcornoque (Quercus suber L.). Se utilizaron tres agentes antimitoticos,
colchicina, orizalina y amiprophos-metil (APM), que fueron aplicados en el cultivo de
anteras in vitro en diferentes concentraciones y tiempos de exposicion. El agente con mejor

respuesta fue la orizalinaa 0,01 mM por 48 horas, alcanzando 50% de embriones duplicados.

Escandon et al. (2006) obtuvieron una nueva variedad poliploide de Bacopa monnieri a partir
de dos plantas tetraploides mediante la inmersion de segmentos nodales en solucion de
colchicina al 0,001%, 0,01% y 1,0% con DMSO durante 24 y 48 horas, las cuales mostraron
deficiencia en el tamafio y color de las hojas con respecto al control.

Molero-Paredes & Matos (2008), indujeron poliploides en Aloe vera, la duplicacion del
namero de cromosomas incremento la altura de las plantas y longitud, ancho, espesor y
volumen foliar con respecto a las plantas diploides y quimeras, por lo que estimaron que la
poliploidizacion podria constituir la alternativa para aumentar la produccion de biomasa

celular en esta especie.

Roughani et al. (2017) reportaron el aumento de cromosomas para incrementar el tamario de
hojas en espinaca. Para ello, sumergieron las semillas sin germinar en una solucion acuosa
de colchicina (1, 5y 10 mg L) y trifuralina (2,5; 5y 7,5 mg L) durante 16, 24 y 32 horas,
mientras que en orizalina (0,01; 0,05y 0,1 mg L) por 6, 12 y 24 horas. El nivel de ploidia
fue determinado por citometria de flujo y se concluy6 que al incrementar la dosis de
colchicina disminuye el porcentaje de germinacion. No se encontraron diferencias
significativas en la eficiencia entre estos tres agentes antimitdticos; sin embargo, se
recomienda el uso de colchicina por su baja toxicidad, menor costo y su habilidad para

incrementar el nivel de ploidia a menores dosis.
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I1l. METODOLOGIA

3.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO

La presente investigacion se realizd 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

3.2.1. Material vegetal
Semillas de Cafiihua (Chenopodium pallidicaule A.) variedad ILLPA — INIA, de la estacion
experimental Agraria Illpa, del Instituto Nacional de Innovacién Agraria, Puno (Figura 13).

Figura 13: Semillas de Illpa-INIA usadas para la investigacion.

3.2.2. Materiales

Tabla 10: Insumos, materiales y equipos empleados en la investigacion.

Insumos Materiales Equipos de laboratorio
Sustrato Premix #3 Placas Petri Autoclave JISICO I- NAS81
Esmalte trasparente Papel toalla Microcentrifuga
Colchicina Piceta y Pinzas Citémetro de flujo Attune NxT
Dimetilsulfoxido (DMSO) Bisturi N°10 Céamara fotogréfica Dino-capture 2.0
Ac. Acético glacial al 96% Laminas cubre y porta objetos Microscopio Olympus BX40F4
Agua destilada Macetas Balanza de precision
Orizalina Vasos precipitados Vortex
Alcohol al 70% Micropipetas de 1000 y 200 um
Acetocarmin al 2% Etiquetas
Soluciones buffer Otto 1 y Il Filtros de 50 um

RNAsa Bolsas de papel




33. METODOLOGIA

3.3.1. Prueba de germinacion

Se utilizaron semillas de cafiihua de la variedad IlIpa-INIA y se llevaron a cabo pruebas de
germinacién en placas Petri con 4 repeticiones. En cada placa se dispuso papel toalla,
acomodando un total de 25 semillas por placa. Luego, se humedecié el papel con agua
destilada y se colocaron las placas en una cdmara de germinacion durante 7 dias. Este
procedimiento se baso en las pautas recomendadas por la guia ISTA para la evaluacién de

semillas (Figura 14).

Figura 14: Prueba de germinacion con semillas de cafiihua Illpa-INIA.

3.3.2. Desinfeccion de semillas de cafiihua

Las semillas de cafiihua fueron sometidas a un proceso de desinfeccion mediante inmersién
en hipoclorito de sodio, utilizando lejia comercial al 4% (0.4 ml de lejia comercial en 10 ml
de agua destilada) durante un periodo de 5 minutos y transcurrido este tiempo se realizé tres

enjuagues con agua destilada para eliminar cualquier residuo.

3.3.3. Tratamiento en colchicina

Posteriormente a la desinfeccién de semillas, estas se sumergieron en soluciones de
colchicina al 0.5%, 0.75% y 1.0%, previamente diluida en DMSO al 2%. Cada uno de estos
tratamientos tuvo una duracion de 12 horas y se llevaron a camara de germinacion,
manteniendo una temperatura constante de 25+2°C y asegurando oscuridad al cubrir las
muestras con papel aluminio (Figura 15). Para concluir el proceso, se realiz6 un enjuague
exhaustivo de las semillas en cinco ocasiones, utilizando agua destilada. Es importante
destacar que cada una de las dosis de colchicina se replicd cuatro veces, empleando 25

semillas en cada repeticion para garantizar la robustez de los resultados.
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Figura 15: Tubos eppendorf de 2 ml con semillas de cafiihua
remojadas en los agentes antimitoticos.

Las semillas fueron colocadas en macetas utilizando Premix #3 como sustrato y en cadmara
de germinacion durante 07 dias, bajo condiciones controladas de temperatura (16£2°C),
humedad relativa (50-70%) y fotoperiodo de 12 h/dia (Figura 16). Posteriormente, se

trasladaron a una casa malla hasta el final de su ciclo.

Figura 16: Camara de germinacion.

3.34. Tratamiento en orizalina

Las semillas empleadas para este tratamiento fueron desinfectadas bajo el mismo protocolo
descrito anteriormente. Estas semillas fueron pregerminadas durante 6 horas con agua
destilada hasta la aparicion de las radiculas con el fin de lograr mejor absorcion del reactivo.
Posteriormente, se sumergieron en orizalinaa 25, 50 y 75 ppm por 50 minutos en una camara
de germinacion a temperatura de 25+2°C, cubierto con papel aluminio para evitar la
fotosensibilidad del reactivo. Finalmente, las semillas se enjuagaron con agua destilada para
eliminar cualquier residuo. La orizalina concentrada fue diluida gota a gota con alcohol al
96% enrasados con alcohol al 40% (Figura 17).
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Figura 17: Dilucion de orizalina con alcohol.

El mismo procedimiento de germinacion utilizado en el experimento de colchicina se empled

para el caso de la orizalina (Figura 18).

34. EVALUACIONES

Figura 18: Evaluacion a los 7 dias después de siembra en casa malla.

3.4.1. En macetas

a. Porcentaje de germinacion y supervivencia

El porcentaje de germinacion fue evaluado a los 04 dias de sembradas las semillas.
Posteriormente se evalud el porcentaje de supervivencia a los 09 y 30 dias después de

siembra (Figura 19).

Para el calculo del porcentaje se utilizé la siguiente formula:

) ., ) ) Numero de plantulas germinadas/sobrevivientes
% Germinacidon/ Supervivencia = - - x 100
Numero total de semillas
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Figura 19: Evaluacion de supervivencia a los 30 dias después de siembra.

b. Tamafio de planta

La altura de planta fue tomada a los 30 dias despues de la siembra, en estado de pre-antesis
(Figura 20). Se midié desde el primer par de hojas verdaderas hasta el &pice con ayuda de
una cinta métrica (Denaeghel et al.,2018). Para este parametro se consideraron 10 plantas

por cada nivel de ploidia encontrado.

Figura 20: Medicidn de altura de planta a los 30 dias después de siembra.

3.4.2. En hojas

a. Medicion del tamario de estoma

Se colectaron las hojas cercanas al apice de cada planta, se lavaron con detergente para poder
limpiar la epidermis de los oxalatos de calcio de la cafiihua y cualquier suciedad que pudiese
estar adherida a la superficie, estas hojas pequefias se enjuagaron con agua destilada y
secaron en papel toalla. Las hojas se cubrieron con esmalte de ufias trasparente, luego se
despegd la epidermis inferior (Figura 21), se colocé en un portaobjetos con una gota de agua
destilada y un cubreobjetos. Estas muestras se utilizaron para la medicion de largo, ancho y
densidad estomatica, en el microscopio con aumento de 40X, donde se tomaron las fotos y
fueron medidas mediante el programa Dinocapture 2.0 (AnMo Electronics Corporation,
2016). Por cada hoja se evaluaron 30 estomas.
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Figura 21: Hojas de cafiihua para medicion de estoma
con la técnica del esmaltado.

b. Densidad estomatica

La medicion de la densidad estomatica involucrd varias etapas. En primer lugar, se procedio
a la recoleccion de hojas primarias (hojas iniciales y jovenes), las cuales fueron
cuidadosamente enjuagadas y posteriormente secadas delicadamente en papel toalla. Para
llevar a cabo la medicion de la densidad estomaética, se aplicé la técnica de la impresién de
la capa de esmalte sobre las muestras de hojas, estas laminas fueron observadas bajo el
microscopio Olympus BX40F4 con una gota de agua. Para capturar y analizar las imagenes

resultantes, se utilizé el software DinoCapture 2.0.

Adicionalmente, se empled la siguiente formula para calcular la densidad estomatica:

DF — NE
~ AF

DE: Densidad estomatica
NE: NUmero de estomas

AF: Unidad de &rea foliar en mm?

3.4.3. Engrano de polen

a. Didmetro de polen

Para la determinacion del diametro de polen, se recolecté el polen de cada planta con ayuda
de una pinza en un portaobjetos que contenia una microgota 100 ul de Acetocarmin al 2%
se deja reposando unos 3 minutos y se coloca el cubreobjetos (Gupta et al., 2017). Esta
muestra se observé bajo un microscopio Olympus BX40F4 y se procesd mediante el

software DinoCapture 2.0 (AnMo Electronics Corporation, 2016).
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3.4.4. Determinacion del nivel de ploidia

Se recolectaron las hojas del tercio superior de la planta y se enjuagaron con agua y
detergente por 3 minutos aproximadamente. Este procedimiento se llevo a cabo con el
propdsito de eliminar cualquier suciedad y cristales de oxalato de calcio de las hojas de
cafiihua los cuales podrian generar errores en el andlisis de citometria. Posteriormente se
secaron las hojas con papel toalla y se procedio a preparar las muestras de acuerdo con el
protocolo de Dolezel et al. (2007), segun el analisis de ploidia con estandar externo, donde
se prepara una muestra a partir de una planta (de referencia) con una ploidia conocida
(numero de cromosomas) y son analizadas en diferentes momentos. Como estandar de

referencia externo se utilizé Solanum lycopersicum L. "Stupicke polni rané".

Para la preparacion de muestras, se tomé una superficie de 1 cm? de érea foliar a la cual se
le afiadieron 300 pl de solucion buffer para la extraccion de nucleos (Otto ). Luego se pico
la muestra en una placa Petri fria con ayuda de una hoja de afeitar nueva, se vertio el
contenido en un filtro de nylon de 40 um vy el liquido resultante se recolecté en tubos
eppendorf. Estos tubos se mantuvieron a baja temperatura durante 5 minutos y se afiadio
Otto I, solucién que contiene el fluorocromo loduro de propidio. Finalmente, cada muestra
se analiz6 cada muestra en el citometro de flujo Attune Nxt (Thermo Fisher Scientific)
(Figura 22).

=
o= —

Aislamiento de

nicleos Coleccion de data

Tincién de ADN Citometria de flujo
(Yoduro de propidio)

Figura 22: Procesamiento de muestra para analisis de citometria de flujo.

34



3.4.5. Determinacion del tamafio de genoma

Las hojas tiernas fueron recolectadas, se enjuagaron con agua y detergente por 3 minutos
aproximadamente. Este procedimiento se llevd a cabo con el propdsito de eliminar cualquier
suciedad y cristales de oxalato de calcio de las hojas de cafiihua los cuales podrian generar

errores en el analisis de citometria.

A continuacion, se siguid el protocolo descrito por Dolezel et al. (2007), en el cual se
incorpora el uso de una planta de tamafio de genoma conocido (estandar de referencia). Para
llevar a cabo este proceso, se empled 1 cm? de tejido foliar del estandar de referencia y de la
muestra a analizar en una placa Petri refrigerada previamente. A ambas muestras se les
afiadié 500 pl de Otto | y se procedio a picarlas con una cuchilla de afeitar nueva. La solucion
restante se filtrd a través de una malla de 40 um y fue colectada en un tubo eppendorf.
Posteriormente, se afiadio Otto 1, que contiene 50 pg/ml de ioduro de propidio y RNAsa
durante 5 minutos y finalmente, se procedié al analisis mediante citometro de flujo Attune
Nxt (Thermo Fisher Scientific).

El tamafio de genoma fue determinado utilizando la férmula propuesta por Dolezel et al.
(2007):

Posicion medio del pico G, (A
TG(A) = TG(B) X —™ lo del pico Gy (4)

Posicién medio del pico G, (B)

TG: Tamario de genoma
A: Planta con tamafio de genoma desconocido en picogramos
B: Planta con tamafio de genoma conocido en picogramos

G1: Primera fase del ciclo celular donde las células se preparan para la division.

3.4.6. Analisis estadistico

a. Disefio experimental

Se empled el disefio Completamente al azar (DCA) 5 tratamientos y 4 repeticiones. Se
tuvieron 2 experimentos con diferentes agentes poliploidizadores: colchicina y orizalina
(Tabla 11y 12).
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Tabla 11: Descripcion de los tratamientos con colchicina

Tratamiento

Agente Concentracion Tiempo

TO (Control)
T1
T2
T3
T4

Agua destilada -

DMSO 2%

Colchicina 0,50% 12 horas
Colchicina 0,75%

Colchicina 1,00%

Tabla 12: Descripcidn de los tratamientos con orizalina.

Tratamiento

Agente Concentracion Tiempo

TO(Control)
T1
T2
T3
T4

Agua destilada -

Alcohol 40%

Orizalina 25 ppm 50 minutos
Orizalina 50 ppm

Orizalina 75 ppm
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. EFECTO DE LA CONCENTRACION DE AGENTES ANTIMITOTICOS EN LA
GERMINACION DE LA SEMILLA DE CANIHUA

Los resultados de germinacién a los 4 DDS presentados en la Figura 23, indican que a
medida que se incrementa la dosis de colchicina y orizalina, la tasa de germinacion
disminuye. Asimismo, se observa que la utilizacion de DMSO al 2% como solvente no tiene
un efecto adverso en la germinacion de las semillas, como se detalla en la Tabla 13 (p>0.05).
Esto se debe a que el DMSO aumenta la permeabilidad de la membrana sin causar toxicidad.
Cabe destacar que investigadores como Sanders & Hull (1970) han sefialado que
concentraciones superiores al 2% resultan ser fitotoxicas en semillas cuando se combinan

con colchicina.

Tanto la colchicina como la orizalina se clasifican como reactivos tdxicos; sin embargo, la
orizalina se prefiere como alternativa para inducir la duplicacion de cromosomas debido a
su menor nivel de toxicidad y a su mayor capacidad para interactuar con los microtubulos
de las plantas, incluso a concentraciones mas bajas en comparacion con la colchicina, tal
como se ha sefialado en investigaciones previas (Zhang et al., 2020). Un aspecto positivo de
utilizar estos agentes antimitdticos en concentraciones reducidas es que permite mantener la
exposicion durante un periodo prolongado, logrando, al mismo tiempo, un porcentaje de
germinacion que incluye algunas plantas poliploidizadas. Segin Manzoor et al. (2019), para
lograr el efecto de poliploidizacion en las plantas, se recomienda el uso de dosis bajas junto

con exposiciones prolongadas.
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Figura 23: (A) Evaluacion del porcentaje de germinacion de la colchicina a los 4 DDS.
(B) Evaluacion del porcentaje de germinacion de orizalina a los 4 DDS. Las lineas sobre las barras representan SD (Desviacion estandar).




Como se observa en el Figura 23B y Tabla 13, la orizalina caus6é una disminucion del
porcentaje de germinacion por debajo del 9%. Mo et al. (2020) reporta resultados similares
donde altas dosis de orizalina inhiben la germinacién de semillas en Rhododendro. La
orizalina puede detener las células en fases especificas del ciclo celular, como la interfase o
la mitosis, que puede conducir a la interrupcion de eventos celulares criticos, incluida la

germinacion de las semillas.

Por otro lado, la germinacion en el experimento con orizalina, disminuyo significativamente
en contraste con el tratamiento control por efecto del alcohol al 40% (T1c) empleado para
diluir la orizalina (Tabla 13). Salehi et al. (2008) y Butnor et al. (2018) reportan la
disminucién en la germinacién de semillas de Lolium y Picea, al remojarlas en etanol a
concentraciones de 10% y 40,8% respectivamente, a consecuencia que este solvente causa
dafios en el embrion de las semillas.

Tabla 13: Germinacion de colchicina y orizalina a los 4 DDS considerando el efecto de los

solventes de los agentes antimitdticos (Colchicina T1: DMSO AL 2% y Orizalina T1:
Alcohol al 40%).

e . % de
Agente antimitotico Tratamiento Germinacion+SD*
TO 94.0+2.31¢
T1 92.0+3.27 ¢
Colchicina T2 65.0£8.25 b
T3 72.0+£3.27 b
T4 52.0£7.30 a
TO 87.3+6.07 c
T1 64.6+4.17 b
Orizalina T2 6.92+4.44 a
T3 8.85+3.41a
T4 5.77+4.76 a

*Desviacién estandar.

4.2. EFECTO DE LOS AGENTES ANTIMITOTICOS EN LA SUPERVIVENCIA EN
PLANTAS DE CANIHUA.

Al pasar los dias ambos agentes antimit6ticos disminuyen el porcentaje de supervivencia de
las plantas de cafiihua, sin embargo; al incrementar la concentracion de estos reactivos el
porcentaje disminuye; a pesar de ello, el efecto de la orizalina es mucho mayor, pues la
supervivencia a los 30 dias desciende en promedio a 7,18% (Figura 24), mientras que

tratamientos con colchicina disminuyeron a 46,0%. Las dosis mas altas de 1% colchicina 'y
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75 ppm de orizalina mostraron resultados de supervivencia de 69,41% y 5%,
respectivamente. Bae et al. (2020) mencionan que la orizalina actla a concentraciones
mucho mas bajas a diferencia de la colchicina, donde se evidencio respuesta de

poliploidizacidn a partir de dosis de 20 ppm aplicadas en apices de Citrullus lanatus.

COLCHICINA ORIZALINA
100 1 10077
904
90 4
801
804 70
70
w X w
= 701 T < 604
<
e |} =
w 60 K. w50
e F 2
8 2 8 40
301
a5
204
304 104 =
54
20 o =
4 9 30 4 9 30
DIAS DESPUES DE SIEMBRA DIAS DFSPLIFS NF SIFMRRA
T0 TO
T = T
- T2 el
T3 + T3

T4 T4

Figura 24: Supervivencia de plantulas de cafiihua durante 30 dias
luego de ser tratadas con colchicina y orizalina respectivamente.

43. IDENTIFICACION DE PARAMETROS MORFOLOGICOS DE POLIPLOIDESEN
EL CULTIVO DE CANIHUA.

4.3.1. Engrosamiento del hipocotilo en las plantulas

Durante la evaluacion de supervivencia, las plantulas presentaron anormalidades
morfolégicas en el hipoc6tilo como se muestra en la Figura 25. Mo et al. (2020), reportan
estas caracteristicas y mencionan que agentes antimitoticos como la orizalina pueden inhibir
el crecimiento de la radicula y el hipocotilo, mientras que los cotiledones que se muestran
suelen ser de un verde mas oscuros y bastante gruesos, mostrando un incremento de
contenido de clorofila. Narukawa et al. (2016), mencionan que existe relacién entre el nivel
de ploidia y la elongacion celular ocasionada por dafios en la cuticula y generando un

crecimiento mas lento.
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Figura 25: Plantula anormal y plantula normal.

4.3.2. Altura de planta de cafihua

La evaluacion de este parametro evidencio disminucion de altura de la planta a los 30 DDS

por efecto de ambos agentes antimit6ticos como se muestra en la Figura 26 y 27. En estas

figuras se observa una disminucion porcentual promedio del 76,5% en comparacion con el

grupo control. Contrariamente a lo que cominmente se reporta en la literatura, donde se

sugiere que el tamafio de la planta aumenta con el nivel de ploidia (Gosztola et al., 2006;

Ligin et al., 2019). Este fenomeno podria explicarse debido a dafios a nivel de células

cuticulares y acumulacidon de citoquininas que provocan entrenudos mas cortos y habitos de

crecimiento mas compactos en poliploides (Fakhrzad et al., 2023; Liu et al., 2007; Narukawa
et al., 2016).
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Figura 26: Evaluacion de la altura de plantas de cafiihua tratadas con: (A) Colchicina y (B) Orizalina.
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DIPLOIDE

MIXOPLOIDE

Figura 27: Diferencia entre la altura de plantas
del grupo mixoploide con un diploide.

4.3.3. Engrosamiento de hoja en plantas poliploides de cafihua

Una de las caracteristicas cualitativas que también se encontraron en las plantas del grupo
mixoploide fue el engrosamiento y el cambio de color del tejido de las hojas en comparacion
del grupo diploide (Figura 28). Li et al. (2009) y Van de Peer et al. (2021) reportaron que la
epidermis superior e inferior fueron mas gruesas y con mayor pubescencia en las hojas de
poliploides en comparacion con las especies diploides de Lonicera japonica, caracteristicas

que evitan la perdida de agua en las plantas, confiriendo mayor tolerancia a la sequia.

Figura 28: (A) Hojas engrosadas planta mixoploide.
(B) Hojas normales de planta diploide.
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4.3.4. Retraso fenoldgico en plantas poliploides de cafiihua

Las evaluaciones de supervivencia permitieron observar el comportamiento de plantas
diploides y mixoploides a lo largo del ciclo de cultivo, evidenciando un retraso fenoldgico
en la poblacién mixoploide en comparacién con los individuos diploides (Figura 29).
Corneillie et al. (2019) y Otto (2007) han destacado que las plantas poliploides tienden a
mostrar una division celular mas lenta y un crecimiento mas pausado, lo que se traduce en
ciclos vegetativos prolongados y una floracion tardia. Estas caracteristicas son altamente
valoradas en programas de mejoramiento genético enfocados en obtener una mayor
produccion de biomasa. Ademas, en el caso particular de la cafiihua, este retraso fenoldgico
resulta especialmente relevante para su cultivo destinado a la alimentacion animal, debido a

su elevado valor proteico y la capacidad de adaptarse a entornos desafiantes.

ETAPAS FENOLOGICAS DE LA CANIHUA DURANTE EL
EXPERIMENTO

Diploide « Mixoploide
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Figura 29: Etapas fenologicas de cafiihua

44. DIFERENCIAS ESTOMATICAS EN POLIPLOIDES

4.4.1. Largo de estoma

El largo de estoma ha sido tomado como un marcador morfolégico para la identificacion del
incremento en el nivel de ploidia. Es asi como se ha reportado en diversas especies como en
Rye Grass (Speckmann et al., 1965), trigo (Wang et al., 1989), café (Mishra, 1997)

diferencias significativas a diferentes niveles de ploidia. Estos cambios en el tamafio celular
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tienen impacto positivo en las plantas de mayor ploidia, reportdndose la mejor regulacion en
el intercambio de gases (Lehmann & Or, 2015). Como se observa en la Figura 30 y Figura
31, las plantas tratadas con colchicina muestran el incremento significativo en el largo
estomatico de la poblacion mixoploide (20,9 + 0,509 um) en contraste del control (15,34 +
0,374 um) y diploide tratado (16,02+ 0,342 um), esto es explicado por el incremento del
tamano celular. Ademaés, esta tendencia se mantuvo también en las plantas tratadas con
orizalina reportando valores de 17,13+ 0,578; 14,89+0,356 y 15,12+0,362 pum para la
poblacién mixoploide, diploide tratado y el control respectivamente; sin embargo, no hubo

diferencias estadisticas significativas entre las plantas tratadas con los agentes antimitéticos.
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Figura 30: (A) Mediciones de largo de estoma de cafiihua con colchicina.
(B) Mediciones del largo estomatico de cafiihua con orizalina.
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Figura 31: Diferencia en largo y ancho de estoma plantas tratadas con orizalina.
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4.4.2. Ancho de estoma

Diversos estudios han sefialado la estrecha conexion entre el tamafio de genoma y las
dimensiones de las células (Kudo & Kimura, 2002; Monda et al., 2016; Urwin et al., 2007).
Estas investigaciones han evidenciado consistentemente que las células poliploides tienden
a ser mas grandes que las células de sus progenitores diploides. Es fundamental destacar que
la relacion entre el nivel de ploidia y el tamafio celular no sélo impacta en las caracteristicas
morfoldgicas, sino que también influye en el fenotipo, la historia evolutiva y la division
taxondmica, entre otros (Laere et al., 2009). En este contexto, los resultados del presente
estudio revelan un mayor ancho de estoma en plantas mixoploides en comparacion con las
diploides de cafiihua. Se puede observar en la figura 32, las tablas 13 y 14 hubo diferencia
significativa tanto para la colchicina en las plantas tratadas con orizalina segun los diferentes

niveles de ploidia (diploides y mixoploides).

En el caso de colchicina, el grupo mixoploide presentd una medida de 10.96 + 0.342 um
mientras que el diploide tuvo 8.39 + 0.264 um. Por otro lado, las plantas diploides luego de
ser tratadas muestran un ligero incremento en el ancho (8.68 + 0.273 um) esto debido
probablemente a las mutaciones que sufren las plantas al ser expuestas al reactivo.
Adicionalmente, el efecto de la orizalina es similar al de colchicina, no obstante, se observa
una mayor variabilidad, esto puede deberse a momentos de medicién distintos donde el
ancho estomatico se encontraba en una apertura o cierre estomatico como mencionan los

autores descritos lineas arriba.
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Figura 32: Evaluacion del ancho de los estoma de las plantas tratadas con agentes
poliploidizadores luego de ser agrupadas por citometria de flujo.(A) Colchicina (B) Orizalina.
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4.4.3. Densidad estomética

Como se ha evidenciado para los parametros ancho y largo de estoma, las plantas
mixoploides tuvieron estomas mas grandes, por lo cual el nUmero de estomas por campo se
redujo Figura 33). Este efecto se evidencia para la colchicinay la orizalina, donde los valores
fueron significativos de 259,91 + 7,866 mm? para la poblacién mixoploide, y para los
diploides 412,36 + 6,817 mm?,

A diferencia del largo y ancho de estoma, que son caracteristicas directamente
proporcionales, la densidad estomatica se presenta como un parametro inversamente
proporcional. Es decir, a medida que se incrementa el nivel de ploidia, la densidad estomética
es menor. Como se ha mencionado uno de los cambios mas recurrentes en las plantas
poliploides es el incremento del tamafio celular, y principalmente en las células estomaticas
(Rao et al., 2019).
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Figura 33: Evaluacion de densidad estomatica a plantas tratadas con agentes:
(A) Colchicinay (B) Orizalina.

Por otro lado, en la Figura 34 se aprecia las diferencias mencionadas en largo y ancho de los
estomas en los mixoploides en comparacion con los diploides. El rango de valores desde
14.368 hasta 28.367 um aproximadamente el doble del menor tamafio. Adicionalmente, se

incremento el tamario de las células y disminucion de la densidad estomatica.
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Figura 34: Tamafio y densidad estomatica. (A) Diploide-Control (B) Mixoploide tratado con
Colchicina. (C) Mixoploide tratado con Orizalina.

45. DIAMETRO DE POLEN

En la Figura 35y 36 se ilustra el impacto provocado por la colchicina y la orizalina en el
incremento del tamafio del grano de polen. Al analizar el grupo de individuos mixoploides,
se observa un incremento promedio del 16,5% en el didmetro del polen en comparacion con
el diploide de control, utilizando el primer reactivo. Por otro lado, al emplear orizalina, este
incremento asciende a un 32,4% respecto al diploide. Ambos inductores de poliploidizacién
lograron aumentar el diametro del polen del diploide en mas del 2,1%.

El tamafo del grano de polen ha sido tradicionalmente empleado como un marcador
indicativo del nivel de ploidia en las plantas. Esto se relaciona con la tendencia observada
en algunas especies vegetales donde existe una correlacion positiva entre el tamafio del polen
y el nivel de ploidia. En teoria, la poliploidia incrementa el tamafio del grano de polen al
menos a la mitad. Autores como Mirzaee & Hassani (2010) y Tate et al. (2009) mencionan
que la aplicacion de colchicina puede aumentar el diametro del polen, incluso cuando el

nivel de ploidia es el mismo, como se evidencia en ambos experimentos.
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Figura 35: Evaluacion del didmetro de polen en plantas de cafiihua tratadas con:
(A) Colchicinay (B) Orizalina.

Figura 36: Diferencias entre granos de polen de cafiihua con orizalina.
(A) Diploide. (B) Diploide tratado. (C) Mixoploide

46. RELACION ENTRE PARAMETROS MORFOLOGICOS Y CITOLOGICOS Y
NIVEL DE PLOIDIA.

Colchicina: Como se resume en la Tabla 14, se observan diferencias significativas en los
parametros evaluados entre los grupos de plantas con distintos niveles de ploidia. El grupo
mixoploide exhibe valores superiores en los parametros de largo, ancho de estoma y
diametro de polen en comparacion con el grupo diploide, lo que indica un impacto

considerable del nivel de ploidia en estas caracteristicas.

La Figura 37 respalda estos hallazgos al mostrar una clara relacion positiva entre los
pardmetros mencionados y el nivel de ploidia. Se destaca especialmente una relacion mas

marcada en el parametro de largo de estoma. Estos resultados sugieren que, a medida que
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aumenta el nivel de ploidia, se observa un incremento en el tamafio tanto del estoma (en
términos de largo y ancho) como en el diametro del polen. Estos hallazgos respaldan la idea
de que la variacion en el nivel de ploidia puede tener un impacto significativo en las
caracteristicas morfoldgicas evaluadas, proporcionando insights valiosos sobre la influencia
de la ploidia en el desarrollo y la estructura de la planta (McGoey et al., 2014). Por otro lado,
se evidencio una relacion negativa entre los parametros de densidad estomatica y la altura
de la planta en funcién del nivel de ploidia, indicando que a medida que aumenta el nivel de
ploidia, ambos parametros tienden a disminuir. Es relevante destacar que la relacién mas
pronunciada se observo en el parametro de altura de planta, como se muestra en el gréfico

de correlacion de Pearson (Figura 37).

Tabla 14: Resumen datos morfologicos para colchicina.

Altura de planta Largo de estoma Ancho de estoma Densidad estomatica Diametro de

Nivel de ploidia ~ ~ ), s (1im)+SD* (1m)+SD* (Mm2)+SD*  polen (um)+SD*
Diploide 2145+ 1.385a 15.34 £0.374 b 8.39+0.264 b 41327 +£9.723 a 18.75+0.119b
Diploide tratado 14.66 +0.869 b 16.02+£0.342b 8.68+0.273b 402.62 +13.751a 19.13+0.122b
Mixoploides 5.07+0.582 ¢ 20.91 £ 0.509 a 10.96 £0.342 a 281.75+13.751b 21.78+0.138 a

*SD: Desviacion estandar. Prueba de Tukey. P-valor >0.05

Correlacion con Nivel de Ploidia- Colchicina

1.0

Correlacion de Pearson
0.0

0.5
|

-1.0

Largo_de_estoma  Ancho_de_estoma Diametro_de_polen Densidad_estomatica Altura_de_planta

Variables

Figura 37: Correlacién de Pearson entre el nivel de ploidia y los parametros evaluados
para las plantas de cafiihua tratadas con colchicina.
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Orizalina: Se destaco un patron similar al observado con la colchicina. La poblacién de
plantas mixoploides exhibi¢ diferencias significativas en comparacion con la poblacién

diploide en todos los parametros evaluados, como se detalla en la Tabla 15.

Al explorar las relaciones mediante el analisis de correlacion de Pearson (Figura 38), se
evidencio una asociacion positiva entre el nivel de ploidiay los parametros relacionados con
el tamafio del estoma (largo y ancho), asi como con el didmetro del polen. En contraste, se

observa una relacion negativa en relacion con la densidad estomética y la altura de la planta.

Estos hallazgos refuerzan la consistencia en los efectos inducidos por la orizalina,
corroborando la influencia del nivel de ploidia en los aspectos morfologicos y fisioldgicos
de las plantas, aspecto fundamental para comprender las respuestas a los agentes
poliploidizantes.

Tabla 15: Resumen de caracteristicas morfoldgicas para orizalina.

Largo de Ancho de Densidad

Nivel de ploidia Altlz;?n?fspl;fnta estoma estoma estomatica ol?lé:\r‘;et:l‘;+d§D*
(um)+SD* (um)+SD* (mm2+sp*  POENM
Diploide 3123+3524a 1512+0.362 b  825+0.185b  41236+6.817a 1852+0.360b

Diploide tratado 33.80+3.091a 14.89+0.35% b  836+0.188b  41946+8567a 18.87+0.509b

Mixoploides 728+0671 b 17.13+0578 a  9.56+0.302a 259.91+7.866b 24.53+0.360 a

*SD: Desviacion estandar. Prueba de Tukey. P-valor >0.05

Correlacion con Nivel de Ploidia- Orizalina

1.0

0.5
1

Correlacion de Pearson
0.0

-0.5

-1.0

largo_estoma ancho_estoma diametro_polen Densidad_estomatica  Altura_planta
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Figura 38: Correlacién de Pearson entre el nivel de ploidia y los pardmetros evaluados

para las plantas de cafiihua tratadas con orizalina.
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47. COMPARACION DE CONCENTRACIONES OPTIMAS PARA LA INDUCCION
DE POLIPLOIDIA EN SEMILLAS DE CANIHUA: ESTUDIO CON COLCHICINA
Y ORIZALINA

Los resultados presentados en la Tabla 16 revelan que la utilizacion de colchicina como
agente poliploidizador generé un mayor namero de individuos poliploides, alcanzando una
tasa de poliploidizacion del 25.85%. En contraste, el experimento con orizalina solo logro
una tasa del 2.75%, principalmente debido a la elevada mortalidad de las plantulas durante

los primeros 30 dias.

En relacion con los tiempos de exposicidn, se determind previamente que, a partir de las seis
horas, las semillas tratadas con colchicina iniciaban el proceso de germinacion, y la radicula
emergia en un 80% del total de semillas a las 12 horas. Esta rapida germinacion dificultaba
la manipulacién durante el enjuague del reactivo. Por ende, se busco exponer las semillas a

la colchicina durante el mayor tiempo posible.

Por otro lado, debido a la alta toxicidad de la orizalina, se observé que dosis mas bajas eran
eficaces (Manzoor et al., 2019). Sin embargo, se encontr6 que exposiciones superiores a una
hora reducian la supervivencia de las plantulas a menos del 10%. Entre todos los
tratamientos, aquel con una concentracion de colchicina al 0.75%, con una exposicion de 12

horas, logr6 el mayor porcentaje de individuos mixoploides.

Tabla 16: Eficiencia e induccidn de poliploidizacion en cafiihua con colchicina y orizalina.

: Tiempo de N. Plantas  Supervivencia Induccionde ., . Eficiencia
Reactivo [c] ... semillas 0 . . Diploides .
exXposicion - 4as sobrev. (%) mixoploides de mixo.
0 12 100 91 91% 0.00% 100% 0.00%
0.50% 12 100 49 49% 51.21% 48% 25.09%
A
0.75% 12 100 49 49% 52.75% 47% 25.85%
1.00% 12 100 20 20% 6.25% 94% 1.25%
0 50 min 100 85 85% 0.00% 100% 0.00%
25 ppm 50 min 100 13 13% 14.58% 85.42% 1.90%
B
35 ppm 50 min 100 1 11% 25.00% 75% 2.75%
45 ppm 50 min 100 6 6% 0.00% 100% 0.00%

[c]: Concentracién. A: Colchicina. B: Orizalina.
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Adicionalmente, para la determinacion del nivel de ploidia las plantulas sobrevivientes se
analizaron por citometria de flujo. A continuacion, la Figura 39 nos muestra los picogramas
de dos especies analizadas, un mixoploide, que presenta picos adicionales que representan
que existe células con ADN con una intensidad de fluorescencia mayor que en el grafico que
representa a un organismo diploide. Un mixoploide se caracteriza por la presencia de células
con diferentes juegos cromosomicos (Kunakh et al., 2008), mientras que un diploide se
caracteriza por poseer solo dos juegos de cromosomas. El valor "C" se utiliza a menudo en
citometria de flujo para determinar la ploidia de una célula o un tejido, y puede ser Gtil para
la identificacion de anormalidades cromosémicas, como la poliploidia, que se produce
cuando una célula tiene mas de dos juegos de cromosomas. En este caso el pico 2C,
representa las células que se encuentran en fase GO/G1 con ADN diploide. El pico 4C

representa las células que se encuentran en fase G2 (que se encuentran en mitosis).
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Figura 39: A. Histogramas monoparamétrico de un diploide de cafiihua:

Histograma de un mixoploide de cafiihua.

48. ESTIMACION DEL TAMANO DE GENOMA DE CANIHUA (Chenopodium
pallidicaule a.) VAR. ILLPA INIA.

Se muestra en la Tabla 17 el analisis del contenido de ADN de los nlcleos aislados de
Chenopodium pallidicaule con un estandar de referencia (Pisum sativum) utilizando
citometria de flujo. El contenido estimado de ADN nuclear 2C fue de 1.79 £ 0.007 pg
(1C=875 Mbp) luego de realizar 6 evaluaciones de la cafiihua variedad Illpa-INIA con un
Coeficiente de variacion (%CV) menor del 3%. Este valor promedio indica un tamafio de
genoma relativamente pequefio de acuerdo con el rango definido para angiospermas de 1.4
a 3.5 pg (Sanders & Hull, 1970; Soltis et al., 2003) . Las especies con tamafio de genoma
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pequefio se consideran més flexibles evolutivamente, lo que ha permitido colonizar
ambientes nuevos y mas diversos (Leitch et al., 1998). Por otro lado, se realiz6 la
comparacion de este dato con la referencia de la base de datos de DNA C-values (Leitch et
al., 2019) y con la ultima reportada por Kolano (2011), donde existen diferencias, que
pueden ser debido a deleciones, duplicaciones o respuestas del genoma al estrés ambiental
(Price, 1976). Las diferencias en el contenido de ADN a menudo se originan como
expansiones o contracciones de arreglos de secuencias repetidas de ADN como elementos
genéticos moviles o transposones. Para este caso en especifico, las plantas de cafiihua se
encuentran fuera de su zona de origen y en condiciones totalmente opuestas (Costa),

pudiendo causar variaciones en el contenido de ADN.

Tabla 17: Estimacioén del contenido de ADN de la cafiihua.

Estandar Contenido Tamano de Contenido Contenido de
Especie  N. Cientifico de X de ADN #SE genoma de ADN  ADN (pg/2C)
referencia (pg/2C) 1CxMpb2  (pg/2C) * +SD**

Cafiihua  Chenopodium Pisum

JALLPA  palidicaule sativum 2n=2x=18 1.79 0.007 875 1 0.886+0.034

apg = 978 Mbp (Dolezel et al., 2003)
*DNA C-Value data base
**Kolano (2011).
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Figura 40: Citometria de flujo con estandar interno Pisum sativum
para determinacion del tamafio de genoma.
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V. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos mediante la realizacion de esta investigacion permiten extraer las

siguientes conclusiones:

e Se logré modificar el nivel de ploidia con la obtencion de mixoploides de cafiihua
(Chenopodium pallidicaule A.) mediante el remojo de semillas en soluciones de

colchicina y orizalina.

e El efecto de los agentes mitéticos fue observado en la disminucion de la germinacién

y supervivencia de plantulas de cafiihua.

e Las plantulas de cafiihua de la poblacion mixoploide mostraron diferencias
morfoldgicas como engrosamiento del hipocétilo, una menor altura de planta,
engrosamiento de la cuticula en hojas, y retraso fenoldgico en comparacion a la

poblacién control (diploide).

e Se encontro relacion positiva entre el tamafio de estoma (largo y ancho) y el nivel de
ploidia, es decir a mayor nivel de ploidia mayor tamafio de estoma.

e La densidad estomatica y el nivel de ploidia tuvieron relacion negativa; es decir, las
plantulas de cafilhua con mayor nivel de ploidia (poblacion mixoploide) tuvieron

menor densidad estomatica.

e El tamafio de polen y el nivel de ploidia de las plantas de cafihua, tuvieron relacion

positiva, las plantulas con mayor tamario de polen tuvieron mayor nivel de ploidia.

e Se determiné la concentracion y tiempo éptimo de remojo de las semillas en el agente
antimitético; en colchicina 0,75% y 12 horas de remojo y en orizalina 35 ppm con 50

minutos de remojo.

e El tamafio de genoma de la cafiihua variedad Illpa-INIA, fue estimado en 1,790,007

Pg.



VI. RECOMENDACIONES

Para las caracteristicas morfologicas como el ancho de hipocotilo en pléantulas, el
engrosamiento en cuticula y otros parametros adicionales, se recomienda realizar
evaluaciones cuantitativas para determinar estadisticamente la relacion entre el

pardmetro y el nivel de ploidia.

Se recomienda trabajar otro solvente para la dilucion de orizalina, pues en el presente
estudio se demostro el efecto del alcohol sobre la germinacion de plantulas. Afectando
asi el experimento, pues diversos estudios mencionan que el uso de orizalina es mas
recomendable que la colchicina por su efecto a menores concentraciones y menor

toxicidad.

Se recomienda evaluar el comportamiento de estas bajo condiciones ideales, pues este
experimento se llevd a cabo en casa malla y condiciones agroclimaticas adversas a la

especie. Esto para poder evaluar el verdadero potencial de la poblacién mixoploide.

Se recomienda realizar un estudio del cariotipo de las plantulas mixoploides.
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