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Resumen y Abstract Vi

Resumen

La gulupa (Passiflora edulis Sims o Passiflora edulis f. edulis Sims) pertenece al género
Passiflora, género el cual ostenta el tercer renglon de exportacion de frutas en
Colombia. Debido al poco conocimiento que se tiene sobre el mejoramiento de la gulupa,
para los productores ha sido dificil adaptarse a trabajar con ésta especie y por lo tanto la
gran mayoria de los cultivares son practicamente silvestres. Es por ésta razén que se ha
vuelto una prioridad realizar investigaciones en aspectos como las estrategias de
reproduccion, manejo para cultivos comerciales y manipulacion genética que permitan
obtener variedades con rendimientos mas altos y resistentes a los patégenos mas

comunes que sirvan como alternativas a mediano y largo plazo para los productores.

En Colombia no se han realizado programas de fitomejoramiento de gulupa, ni se han
registrado variedades, por lo que la produccién es susceptible de ser mejorada (Ocampo
et al., 2007). Para tal fin, la induccién quimica de poliploides se ha planteado como una
opcion viable, ya que ésta metodologia ha sido ampliamente utilizada por los agricultores
para mejorar caracteristicas relacionadas con resistencia a enfermedades, tolerancia a
condiciones extremas o variaciones fenotipicas en tamafo, color, forma, etc. en
vegetales de interés agronémico (Nimura et al., 2008). Es por ésta razén que para la
realizacién de éste trabajo se buscd generar estados poliploides de gulupa a través del
empleo de sustancias que causan el arresto de la mitosis como la colchicina y la
orizalina. Se evalué la eficiencia de la induccién de formas poliploides en las plantulas de
gulupa cultivadas in vitro empleando métodos, -citogenéticos, citométricos y/o
morfolégicos que permitieron llegar a plantulas poliploides que posteriormente puedan
ser evaluadas en campo y que tengan la posibilidad de aumentar la productividad y

calidad de la gulupa.

Se generaron en total 8 plantulas tetraploides con los tratamientos y se pudo establecer
la eficacia de orizalina para la produccién de poliploides (10% tetraploides) mientras que

colchicina tiende a ser muy téxica para los explantes (3.3% tetraploides).
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Abstract

The purple passion fruit (Passiflora edulis Sims or Passiflora edulis Sims f. edulis)
belongs to the genus Passiflora which boasts the third most important fruit exports in
Colombia, Nevertheless even after decades of conventional production, for the
producers, it has been difficult to adapt to working with this species and therefore the vast
majority of cultivars are practically wild. To improve production research is necessary on
the following areas: reproductive strategies, crop management and genetic manipulation
to may obtain varieties with higher yields and resistance to the most common pathogens

that may serve as medium and long term alternatives for producers.

In Colombia there are no gulupa breeding programs and no varieties have been
recorded, so the production is likely to be improved. To this end the chemical induction of
polyploidy has emerged as a viable option, since this method has been widely used by
farmers to improve disease resistance, tolerance to extreme conditions or phenotypic
variations in size, color, shape etc. in plants of agronomic interest (Nimura et. al., 2008).
The present study was intended to generate polyploid gulupa forms through the use of
substances that cause the arrest of mitosis, as colchicines and oryzalin. The efficiency of
the induction of polyploid forms in seedlings of gulupa cultured in vitro was evaluated
using cytogenetical, cytometrical and/or morphological methods. In a subsecuent phase
of research polyploid seedlings can be evaluated in the field for increase the productivity

and quality of gulupa.
In total, eight tetraploid plantlets were generated with the treatments. Oryzalin was found
to be an efficient agent fot the induction of polypoids (tetraploid 10%) whereas colchicine

tends to be very toxic to the explants (3.3% tetraploid).

Keywords: Passiflora, Polyploidy, Mutagenesis, colchicine, oryzalin.
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Introduccidén

La produccién agricola en Colombia es el componente mas importante de la economia
del pais y gran cantidad de la misma se destina a la exportacion, en donde las flores y los
frutales son los productos mas tradicionales. Recientemente se ha visto un aumento
importante en la dindmica de comercializacién de lo que se ha denominado la “canasta
de frutas exdticas promisorias colombianas de vocacién exportadora”. Entre estas frutas
se encuentran el tomate de arbol, la feijoa, la pitahaya y la gulupa, los cuales han
demostrado que tienen un mercado importante en el exterior, siendo la gulupa el tercer
frutal de exportacion luego del banano y de la uchuva. (Miranda et al., 2009). Al ser
Colombia un gran productor en donde la alta competitividad del sector se ha basado en la
implementacién de nuevas variedades y en la innovacion en los procesos de produccion
(www.proexport.com.co; Documento 7309 y Dochews 8844), se ha planteado la
necesidad de estudiar mas a fondo las posibilidades de aumentar la capacidad
tecnoldgica de los productores necesaria para la generacién de nuevas variedades en las

especies de interés agricola.

La gulupa (Passiflora edulis f. edulis) hace parte de la familia Passifloraceae a la que
pertenecen otros frutales de gran importancia como la curuba, la maracuya y la
granadilla. Es una planta con fruto tipo baya, color plarpura en el exterior y con gran

cantidad de semillas en su interior recubiertas por la pulpa (similar a la granadilla)



2 Introduccién

caracteristica de los frutos de este género. La pulpa es la parte mas usada para
preparaciones ya que posee un sabor y aroma bastante agradable para la culinaria. La
gulupa se cultiva principalmente en los departamentos de Cundinamarca, Antioquia y
Boyaca y se ha reportado que sélo en Cundinamarca hay aproximadamente 500
hectareas de terreno cultivado con una productividad de 6000 toneladas al afio (Benitez
& Hoyos, 2009) de las cuales una gran cantidad se destina para la exportacion a paises

como Canada, Espafia, Estados Unidos, entre otros.

Se ha visto que para los productores es dificil acceder al material de siembra de la
gulupa (Miranda et al., 2009) y hay pocas iniciativas en el sector productivo del pais para
tratar de establecer estrategias de mejoramiento y produccién de nuevas variedades para
el pais con caracteristicas deseables. Al ser un frutal promisorio se han realizado
estudios para analizar el nivel de diversidad presente, pero a pesar de que se ha
generado la inquietud, éste tipo de estudios siguen siendo escasos y existe la necesidad
de aumentar el conocimiento con el fin de desarrollar estrategias que optimicen el uso y
productividad, incrementando la oferta de semillas o plantulas mejoradas y bien

caracterizadas, disponibles para el sector.

La poliploidizacién quimica, mecanismo ya bastante conocido por los agricultores pero
poco empleado al ser una técnica in vitro, ofrece la oportunidad de lograr cambios en el
nivel de ploidia a corto plazo y regenerar multiples plantas portadoras de ese nivel de
ploidia con caracteristicas mejoradas, empleando sustancias quimicas que inhiben la
mitdsis como la Colchicina y la Orizalina. En la naturaleza se han visto series poliploides
generadas espontaneamente en las que se encuentran niveles de ploidia 2x, 3x, 4x, 5x,
etc, siendo las formas impares 3x, 5x etc. las que presentan baja fertilidad y

caracteristicas poco deseables, por lo que al realizar un tratamiento quimico in vitro se
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hace indispensable la evaluacion en el nivel de ploidia inducido. Para la evaluacion de los
estados poliploides se han empleado técnicas citologicas como la citometria de flujo, la
citogenética y la caracterizacion morfologica de las células acompafantes del estoma las
cuales fueron empleadas en este estudio ya que son de alta confiabilidad y rapidez,
permitiendo la continuacion de la propagacion de plantulas poliploides estables para su

evaluacion y establecimiento en la fase de campo y produccion.

La poliploidizacion ha sido una estrategia ampliamente empleada en otros frutos,
originando variedades mas productivas, con mayor vigor, mayor tamafio general,
resistencia o tolerancia a las plagas mas comunes, y frutos mas grandes, con mayor
concentracion de jugos y resistencia al transporte para la comercializacién. Por la
importancia de esta especie como fruto de exportacion tanto en su forma entera como de
sus subproductos (extractos de fruta para jugos y dulce), se espera que la induccion de
ploliploidias constituya una herramienta eficaz en el mejoramiento de la especie para los

productores.

En este proyecto se generaron estados poliploides de gulupa a través del empleo de
sustancias que causan el arresto de la mitosis como la colchicina y la orizalina,
evaluando la eficiencia de la induccion de formas poliploides en las plantulas cultivadas in
vitro, empleando métodos citogenéticos, citométricos y/o morfoldgicos, que permitieron
llegar a plantulas que puedan ser evaluadas en campo y que tengan la posibilidad de

aumentar la productividad y calidad de la gulupa.



1.0BJETIVOS

1.1 Objetivo general

Inducir clones poliploides en material in vitro de gulupa (Passiflora edulis f. edulis Sims)
sometido a poliploidizacién quimica e implementar las técnicas citolégicas para la

determinacion del nivel de ploidia inducido.

1.2 Objetivos especificos

= Estandarizar las técnicas in vitro para la obtencién de hipocaétilos a partir de
los embriones primarios que sera el material sobre el cual se inducira la

poliploidia.

= Inducir la mutagénesis quimica de los hipocaétilos con colchicina y orizalina en

diferentes concentraciones.

= Valorar el nivel de ploidia en diferentes tejidos (raiz/hojas) en las plantulas
obtenidas después de los tratamientos, mediante técnicas citogenéticas y

citometria de flujo.

= Valorar morfol6gicamente el nivel de ploidia a través del nimero de

cloroplastos por célula en estomas del mesoéfilo de las hojas.



2.SITUACION ACTUAL DEL CONOCIMIENTO -
MARCO TEORICO

2.1 Generalidades de gulupa (Passiflora edulis f. edulis
Sims)

La familia Passifloraceae pertenece al orden Malphigiales; dicho orden se encuentra
dividido en dos tribus: la tribu Pariopsae, distribuida principalmente en Africa y que
comprende 6 géneros, y la tribu Passiflorae que se encuentra ampliamente distribuida en
América representada por 11 géneros (Yockteng & Nadot, 2004). De los géneros
presentes en Ameérica, el mas grande es el género Passiflora, descrito por primera vez
por Linneo en 1735 describiendo inicialmente 22 especies, y que gracias a estudios
posteriores ha ampliado sus representantes estimandose en la actualidad
aproximadamente 530 especies y reconociéndose una amplia variabilidad vy
diversificacion en Passiflora. En Colombia la familia Passifloraceae se encuentra
ampliamente representada con aproximadamente 165 especies de las cuales 22
especies, pertenecientes al género Passiflora, producen frutos muy importantes vy
promisorios en la economia del pais. Entre éstas se encuentran la curuba, la granadilla,
la badea y la gulupa. (Ocampo et al., 2007). La gulupa cuenta con un amplio mercado
para exportacién ya que la prefieren por su aroma y por su sabor mas dulce que el del
maracuya (Isaacs, 2009) posicionandose dentro de los frutales mas importantes para el

pais.
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La gulupa se establece en regiones que van de los 1800 y 2400 msnm de los
departamentos de Cundinamarca, Boyacd, Huila, Quindio y Tolima ya que crece mejor en
los climas subtropicales en donde la temperatura varia de 14°C a 24°C. (Fonseca-Trujillo

et al., 2009).

La gulupa se caracteriza por ser una enredadera trepadora lefiosa que puede alcanzar
los nueve metros de longitud en condiciones climaticas favorables, aunque su periodo de
vida no supera por lo general la década. Su tallo es rigido y lefioso; presenta hojas
alternas de gran tamafio, perennes, lisas y trilobuladas, de color verde oscuro. La flor es
solitaria, hermafrodita, blanca en su cara superior, con bandas transversales de color
purpura en la parte basal lo que la hace una flor bastante exética. (Figura 2.1) Posee
frutos de color verde al inicio y purpura cuando alcanza su plena maduracién. (Francis,
2009). Las semillas son negras y aplanadas con la testa muy dura lo que dificulta su
manejo in vitro. Los frutos pueden ser consumidos tanto frescos como procesados en
jugos, helados y mermeladas entre otros. Adicionalmente la gulupa es una buena fuente

de calcio, fibra, fésforo, hierro, magnesio, potasio, carbohidratos y vitaminas A, C y B12,

(Corporacion Colombia Internacional, 2007)
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2.2 Cultivo in vitro

El cultivo de tejidos in vitro comprende un grupo de técnicas mediante las cuales un
explante se cultiva en un medio de estéril de composicion quimica definida y en
condiciones ambientales controladas (Roca & Mroginski, 1991). Dado que muchas veces
las condiciones de cultivo ex vitro de una planta en especial se puede complicar, ya sea
por los requerimientos nutricionales que tienen o por que las condiciones ambientales no
se pueden controlar de la manera deseada, el cultivo in vitro se convierte en una

alternativa bastante adecuada para superar dichos inconvenientes.

Un cultivo in vitro se basa en:
e Esterilidad
e Tipo del explante
e Medios de cultivo

e Condiciones ambientales para la incubacién

Para mantener la esterilidad en los procedimientos se debe contar con los equipos y las
herramientas necesarias como cabinas de flujo laminar, autoclaves, etc. Permitiendo que

todos los elementos que se trabajen mantengan la caracteristica de asepsia.

El explante es parte de un tejido u 6rgano de una planta con el que se puede regenerar
un nuevo individuo que comparte las mismas caracteristicas de la planta inicial, por el
proceso conocido como clonacion. Esta posibilidad hace que muchas de las
caracteristicas deseables (tamafio de frutos, resistencia a plagas, etc) que se encuentran
en una pequefia cantidad de individuos se puedan mantener y reproducir para tener una

poblacién de individuos con dichas caracteristicas, mucho mas grande. (Chaturvedi et al.,
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2007). Los explantes pueden provenir de hojas, tallos, meristemos, entrenudos,
cotiledénes, etc. Dependiendo del tejido a trabajar se puede requerir diferentes
tratamientos para regenerar un nuevo individuo, haciendo indispensable el conocimiento
de las necesidades de las plantas en los medios de cultivo para que cumplan con la
funcion de suplir todos los nutrientes que lleven a un cultivo in vitro exitoso de clones. La
generacion de dichos clones se puede realizar de forma directa o indirecta. La
generacion de érganos o embriones de forma indirecta se da a través de la formacion de
callo mientras que la directa es sin la presencia de callo durante la organogénesis. El
callo es el crecimiento de células desdiferenciadas en una alta proporcion; para luego
permitir la formacién del 6rgano o del embrién que se buscan (Azcon-Bieto, 1993). Este
proceso no es muy recomendable cuando se busca tener clones idénticos al original
debido a que los callos pueden llegar a producir una gran variabilidad conocida como
variacion somaclonal y que se puede estimular mediante la incorporacion errénea de

nutrientes, hormonas, vitaminas y factores de crecimiento al medio de cultivo.

Todos los medios de cultivo empleados deben mantener un equilibrio en una serie de
factores como los reguladores de crecimiento, pH, nutrientes minerales, que son
responsables de que se dé un buen funcionamiento en el metabolismo, produccion de
proteinas, reacciones enzimaticas, etc. (Monteiro et al., 2000). Los medios de cultivo
deben cumplir entonces con proveer a la planta con fuentes de carbono accesibles,
minerales, vitaminas, sustancias reguladoras del crecimiento y un agente gelificante que

permita la estabilidad fisica de la planta. (Roca & Mroginski, 1991)

La fuente de carbono es vital en el cultivo in vitro ya que son muy pocos los cultivos de

éste tipo que presentan autotrofia, siendo los carbohidratos las principales fuentes de
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éste elemento. La glucosa y la sacarosa pueden ser manejadas con gran facilidad y se
han establecido como los principales carbohidratos para éste fin aunque también se
pueden emplear manosa, galactosa y maltosa de las que su uso puede ser menos

favorable.

Los minerales mas importantes para un cultivo in vitro son el nitrégeno y el potasio, pero
gue deben ser complementados por fésforo, calcio, magnesio y azufre. Pedroso y Pais
(1995) determinaron que modificando las concentraciones de Ca, C, O, K, Na, P, Fe, S,y
Mg la morfogénesis de las plantulas in vitro de Camellia japonica, no se llevaba a cabo.
Es por esta raz6bn que es importante conocer los requerimientos de las especies a
manejar en cultivo con el fin de proporcionar los requerimientos adecuados para su

crecimiento.

En cuanto a las vitaminas y a los reguladores de crecimiento el manejo de estos puede
ser tan variado como la cantidad de especies de plantas que se deseen emplear en
cultivo in vitro. Generalmente la cantidad de vitaminas no son tan grandes debido al
contenido enddégeno que las plantas pueden presentar (Roca & Mroginski, 1991). Los
reguladores de crecimiento son las hormonas necesarias para ayudar en el crecimiento y
diferenciacion del explante. Las hormonas mas empleadas son las del tipo auxinas con el
acido indol acético (AlA), 2,4-D, acido naftalenacético (ANA), entre otras, las cuales
estimulan la divisién celular y producen alargamiento ademas de que ayudan con el
fototropismo celular y las tipo citocininas, hormonas esenciales en el accionar de varios
procesos vinculados al crecimiento y desarrollo de las plantas (promueven division

celular, iniciacion de brotes, organogénesis y androgénesis, demoran o retrasan la
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senescencia, activan yemas laterales en dormancia) (Squeo & Cardemil, 2007). Las

citocininas mas empleadas son la kinetina (KIN) y la Bencilaminopurina (BAP).

Los cultivos deben mantenerse en unas condiciones ambientales adecuadas para
permitir el crecimiento de las plantulas. Es por esto que la temperatura y el foto periodo
deben ser regulados al establecer el plan de trabajo. El foto periodo es muy importante
ya que muchos procesos de las plantas van a estar regulados por el ciclo circadiano. El
foto periodo mas recomendado es el de 16 horas luz y 8 horas oscuridad con una
radiacion especial dada por tubos fluorescentes de luz dia que emiten entre 20 a 50 pmol
X m?/s con una temperatura que puede variar entre 25 a 28°C dependiendo de la

especie. (Gonzalez et al., 2001)

La mayoria de estudios sobre el cultivo in vitro en el género Passiflora se han llevado a
cabo en varios tejidos de maracuya (Trevisan & Januzzi, 2005; Monteiro et al., 2000) en
donde se ha buscado establecer los requerimientos de la especie y Monteiro (2000)
propone un medio de cultivo solamente pensado para suplir los requerimientos de
maracuya (Passiflora edulis f. flavicarpa); medio que ha sido empleado con éxito por
investigadores que se han enfocado en el cultivo de especies de éste género al ser
plantas con necesidades muy similares. Guzzo y colaboradores (2004) analizaron medios
de cultivo especificos para 30 especies de Passiflora y donde solo se logré regenerar
clones de 13 especies de las 30 propuestas al principio. Para gulupa se han realizado
varias aproximaciones al cultivo in vitro aunque mas que todo para investigacion y no
para produccién. El establecimiento de un cultivar in vitro de gulupa es una de las metas
a largo plazo que se buscan con la especie para asi mantener una gran cantidad de

material con el que los cultivadores podrian trabajar.
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2.3 Citogenética

La citogenética es el estudio de la estructura, morfologia y funcionamiento de los
cromosomas en los organismos. Los cromosomas son las estructuras en las que el ADN
se compacta durante la mitosis del ciclo celular y cada especie en el planeta tiene una
forma de compactar el ADN caracteristica que la logra diferenciar del resto de especies.
Debido a las diferencias en la forma en la que se compacta el ADN en las células en
divisién es posible analizar y definir las caracteristicas cromos6micas de una especie y
asi conocer su complemento, el ciclo celular, y también permiten hacer inferencias
taxonémicas y filogenéticas de las especies para aclarar una serie de problemas
evolutivos (tanto generales como referidos al origen de determinados grupos). Es asi que
se manejan los marcadores cromosémicos y que se pueden identificar gracias a técnicas
de bandeo tradicional en citogenética como Bandeo G (Heterocromatina), Bandeo C
(Heterocromatina constitutiva-Centromérica), Bandeo NOR (Regiones Organizadoras
Nucleolares). Estos marcadores cromosOmicos son especificos para cada especie y
dependiendo de las modificaciones en dichos marcadores se pueden generar

clasificaciones taxonémicas de los individuos.

2.3.1 Ciclo celular.

El ciclo celular es un proceso natural que ocurre en todos los organismos vivos. Consta
de cuatro fases secuencialmente ordenadas en las cuales las células pasan de estar
enfocadas en procesos metabodlicos, a generar la sintesis de ADN para su posterior
division y paso a células hijas (Dewitte & Murray, 2003). Cada una de estas fases es vital

para el funcionamiento normal de los organismos.
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El ciclo celular en todos los eucariotes se lleva a cabo en varias fases que dependen del

proceso o0 procesos que esté llevando a cabo la célula (Figura 2.2)

Figura 2.2 Fases del ciclo celular (Singh, 2003)

La fase G1 es la fase en la que la célula tiene que integrar el metabolismo normal con un
conjunto de sefales necesarias para que pueda tomar la decisién de iniciar la duplicacion
del ADN y continuar con la siguiente fase (Dewitte & Murray, 2003). En este punto el

contenido de ADN en la célula va a ser diploide (2C).

La fase S o de sintesis es en la que el contenido de ADN se incrementa gradualmente
hasta el punto en el que tienen una copia exacta del genoma completo de la célula
pasando de 2C a 4C (Omerod et al., 2005; Singh, 2003). En la fase S es importante que
la planta tenga todos los nutrientes necesarios para llevar a cabo una buena sintesis de
ADN ya que si no se cumple con los requisitos necesarios es probable que la planta no
realice la sintesis y se detenga en fase G1. Ademas los procesos de replicacién del ADN
dependen de los sistemas de reparacién que se pueden ver notoriamente afectados en la

ausencia de diferentes nutrientes en la planta.
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Luego de la fase S se tiene la segunda fase de estabilizacion que es la G2 en la que la
célula se encarga de producir las proteinas necesarias para el proceso de mitosis y
ademas se inicia la reorganizacion del citoesqueleto para permitir el libre movimiento de
los cromosomas (Dewitte & Murray, 2003). Es en este punto en donde se empiezan a
desacoplar los diferentes organelos celulares haciendo que el paso a mitosis sea casi

irreversible.

La mitosis es el proceso por el cual la informacion genética duplicada va a ser transmitida
a las células hijas gracias a la division longitudinal exacta de cada cromosoma a través
del centrémero que une a las cromatides hermanas y que luego van a ser repartidas de
manera uniforme permitiendo la formacién de dos células cuya informacion genética sera

idéntica. (Dewitte & Murray, 2003)

La mitosis esta dividida a su vez en 5 pasos: profase, metafase, anafase, telofase y
citoguinesis. De todos estos pasos el que interesa en los estudios citogenéticos es la
metafase ya que es en este punto en el que el ADN va a presentar su grado maximo de

compactacion en los cromosomas y su estudio sera mucho mas facil.

2.3.2 Citogenética en plantas

Los analisis citogenéticos en plantas dependen de varios factores que pueden afectar
considerablemente los resultados de los experimentos. Estos factores son principalmente
el tipo de tejido que se usa, el ciclo circadiano de la planta y el procesamiento de la

muestra para la obtencién de cromosomas metafasicos.
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Para la obtencién de cromosomas metafasicos en plantas es necesario determinar el
tejido que se empleara. Para citogenética preferiblemente se emplean los meristemos, ya
sean radicales o apicales, ya que estos permiten tener una gran poblacion de células que
en la planta presentan la mayor tasa de division celular. Ademas de los meristemos se
puede lograr obtener cromosomas metafasicos a partir de tejidos diferenciados, por
protocolos de obtencién de protoplastos. Los protoplastos son componentes vivos de las
células vegetales que han pasado por un proceso en el que quedan solo rodeados por
membrana plasmatica (Roca & Mroginski, 1993) y que se pueden estimular para tener
divisibn en suspensién y obtener células en metafase, casi como los protocolos

establecidos para las células de animales.

Ademéas de seleccionar el tipo de tejido que se toma para realizar los analisis
citogenéticos, también es importante considerar que en las plantas la division celular
depende de su ciclo circadiano y por lo tanto el éxito de un analisis citogenético esta
condicionado por éste. La hora en la que la tasa de divisidbn celular se aumenta
considerablemente es la hora mitdtica y se establece por medio del analisis de los
indices de fases de las células presentes en el tejido a lo largo de un ciclo diario. Entre
mas células hay en metafase y anafase mas cerca se esta de la hora mitética. Se define
como hora mitética al cociente de la sumatoria del niumero de células en las diferentes
fases de la mitosis sobre el niumero total de células observadas al microscopio bajo un
campo de 40X. El aumento de la division en la hora mitética se explica por el umbral de
nutrientes y de agua que la planta necesita para suplir las necesidades en las rutas
metabdlicas estimulando la division de los apices radiculares en los picos de mayor luz

del dia. (Rodriguez & Bueno, 2006).
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Para lograr la obtencién adecuada de cromosomas metafasicos a partir de tejidos
vegetales se han descrito cuatro pasos principales que pueden variar dependiendo del

tipo de planta que se esté manejando. Los cuatro pasos son:

= Pretratamiento: El pretratamiento se refiere a la interacciébn que hay entre las

células de los tejidos en divisibn con un agente antimitotico, es decir, en el
pretratamiento lo que se busca es detener el ciclo celular en metafase para
obtener cromosomas. En este paso se conocen varios agentes que pueden
causar el arresto del ciclo celular especificamente en metafase, entre estos los
mas empleados son: 8-hidroxiquinolina, colchicina, exposicion a agua con bajas
temperaturas, a-bromonaftaleno y para-diclorobenceno.

La colchicina y la 8-hidroxiquinolina evita la formacion del huso mitético al

unirse a los dimeros de tubulina.

El pretratamiento con agua es empleado con mucho éxito en plantas con poca

cantidad de pared celular y con cromosomas de grandes tamafos, mientras

gue el para-diclorobenceno se ha empleado y se recomienda mas que todo en

plantas con cromosomas de tamafio pequefio. (Singh, 2003)

En el trabajo con los diferentes pretratamientos se debe ser muy cuidadoso ya

gue todas las sustancias que se manejan para arrestar el ciclo celular son

potencialmente tdxicas y pueden estimular la induccién de poliploidias a los

analisis.

= Fijacion: La funcion del fijador en los estudios citogenéticos es la de detener las
células en el punto del ciclo que se desea sin causar hinchamiento, distorsiéon o

encogimiento de los cromosomas (Singh, 2003). Ademas los componentes de la
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solucion fijadora limpian el citoplasma y estabiliza el ADN para su posterior
tincion.

El fijador mas empleado es el fijador Carnoy el cual es una mezcla entre etanol y
acido acético, que manejado a una temperatura de 4 °C permiten la
deshidratacién de la membrana celular y del citoplasma eliminando todo el “fondo”

gue puede causar interferencias con el analisis cromosémico.

Hidrdlisis: La principal diferencia entre las células animales y las vegetales es la
presencia de la pared celular compuesta mas que todo por celulosa y pectinas las
cuales generan una barrera para la tincion y posterior analisis de los cromosomas.
Es por esto que es necesario retirar dicha pared celular para asi lograr el analisis
adecuado del material cromosémico.

Para lograr eliminar la pared celular se pueden emplear varias técnicas pero las
mas usadas son la hidrolisis acida con acido clorhidrico a diferentes
concentraciones y la hidrélisis enzimatica en donde las principales enzimas a usar
son la celulasa, pectinasa y la macerozima. Estos tratamientos se pueden
emplear solos 0 en conjunto aunque dependen de las caracteristicas de cada

especie de planta (Talledo et al., 1993)

Tincién: Los tejidosque han pasado por los puntos anteriores del proceso pueden
ser analizados gracias diferentes sustancias que permiten visualizar el ADN a
través de un microscopio. Las tinciones mas empleadas son el reactivo Feulgen,
el colorante Giemsa y otros diluidos en acido acético como el aceto-carmin o
aceto-orceina que ademas complementan la fijacion. Ademas de estas tinciones

gue colorean el ADN total, existe la posibilidad de realizar técnicas de bandeo
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como la banda C, banda G, banda NOR y hasta técnicas moleculares como FISH
gue pueden brindar mas informacién sobre posicion de marcadores
cromosomicos y sobre posibles eventos cromosémicos (traslocaciones,

deleciones, inversiones, etc.) en la evolucioén de las especies.

Para determinar los nimeros cromosémicos en plantas hay dos simbolos a tener en
cuenta: n y x. El simbolo n se utiliza mas que todo para tres situaciones: n para identificar
el nUmero de cromosomas en los gametos, 2n para determinar el nimero cromosémico
en células somaticas y 3n para caracterizar la cantidad de cromosomas en el
endospermo. Mientras tanto x determina el nimero real de cromosomas en un estado de
ploidia determinado (Gupta, 1995). Es asi que si tenemos una planta que en sus células
somaticas presenta un estado diploide de 20 cromosomas, éste se debe describir de la

siguiente manera: 2n=2x=20.

2.3.3 Citogenética del Género Passiflora

La citogenética del género Passiflora ha sido pobremente estudiada y sélo se conocen
los numeros cromosomicos a partir de meristemos radicales de algunas especies (Souza
et al., 2008) que por el analisis de caracteristicas cromosémicas, han permitido conocer
gue hay una gran variabilidad en el grupo. Las especies de Passiflora pueden ser
repartidas en cuatro grupos carioldgicos representados por x = 6 (nimero bésico
ancestral para el género), 9, 10 y 12 (Melo & Guerra, 2003; Hansen et al., 2006; Chiapero

et al., 2013)

Para Passiflora edulis f. edulis Sims, Janaki Ammal (1945) reporta su complemento

cromosémico de 2n=2x=18 un numero cromosoémico bajo, ya que los complementos
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cromosomicos de las especies del género van de 2n=2x=12 a 84 (Souza et al., 2008). A
pesar de tener la informacion correspondiente a la cantidad de cromosomas presentes en
la especie no se han reportado hasta el momento ningun acercamiento a la
caracterizacion morfolégica y de composicion de los cromosomas de la gulupa. Estas
caracteristicas son importantes al momento de realizar un analisis de estados poliploides

ya que son la base del incremento en el nUmero cromosémico.

2.4 Poliplodia en plantas

El término ploidia se refiere a la cantidad de cromosomas presentes en una célula de un
organismo que constituye la cantidad de ADN con la que puede sobrevivir sin
complicaciones (Singh, 2003). Al proceso de aumento en una relacion aritmética entre los
numeros cromosomicos en las células de los organismos se denomina poliploidizacion
(Grant, 1989). Es asi que se pueden tener organismos con uno o mas juegos de
cromosomas llegando a tener individuos haploides, diploides, tetraploides, y asi
sucesivamente. En las plantas se ha observado que la poliploidia ha jugado un papel
muy importante en la especiacion (Leitch & Benett, 1997), reportandose que para las
angiospermas aproximadamente del 30 al 35% de las especies que hoy conocemos se

han generado por procesos de este tipo (Stebbins, 1950, 1971).

La poliploidizacion se puede dar por duplicacion natural del nUmero de cromosomas,
endoduplicacién o por induccién quimica, y se conocen como autopoliploides naturales o
inducidos respectivamente; o por hibridacion entre dos especies cercanas con diferentes
nameros cromosémicos que para estabilizar el genoma realizan un proceso de

poliploidizacion, conformando lo que se conoce como alopoliploidia.
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Se ha visto una relacion directa entre procesos de poliploidia en plantas y su evolucién.
Acercamientos al estudio del genoma completo de las angiospermas han demostrado
gue un evento de poliploidizacién antes de su divergencia de las monocoiledéneas
virtualmente hace de todas las angiospermas, antiguas poliploides (Paterson et al.,
2004). También se ha reportado el caso del aumento en el genoma de un ancestro
comun de los pastos demostrando la importancia de la poliploidizacion en la historia

evolutiva de las plantas (Adams & Wendel, 2005).

Para el género Passiflora se ha creido que varios procesos de auto y alopoliploidizacion
se han llevado a cabo. Esto debido a la gran variacion en nimeros cromosémicos que
van desde plantas que en estado diploide cuentan con un complemento de 12
cromosomas, hasta complementos cromosomicos de 84 (Souza et al., 2008) que hacen
pensar que para generar nimeros cromosémicos tan altos ha sido necesario pasar por

procesos de poliploidizacion en la historia evolutiva del género.

A parte de los procesos espontdneos de poliplodia en Passifloraceae también se han
reportado esfuerzos por generar estados poliploides inducidos. Es asi que Mohamed y
colaboradores (1996) lograron regenerar plantas triploides de Passiflora foetida a partir
de endospermo siendo el primer reporte para pasifloras y el inicio de la blisqueda para la
generacién de nuevas variedades de plantas a través de la poliploidizacién. Zhang vy
colaboradores (2000) siguieron la linea de Mohamed et al., (1996) para poder llegar a
inducir estados poliploides en Passiflora edulis f. flavicarpa y lograron regenerar callo a
partir del endospermo formando plantas triploides que presentaron caracteristicas

bastantes llamativas para su producciéon en campo como el aumento en el tamafio de la
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flor que fue claramente més llamativa que su forma diploide. Por otra parte trabajos como
el de King e Irvine (2010) demuestran la importancia de la poliploidizacion en las
pasifloras por alopoliploidia obtenida a partir de cruces entre especies cercanas logrando
varias plantas tanto triploides como tetraploides y concluyen que las plantas tetraploides
presentaron las caracteristicas mas promisorias. La base para estos resultados se
fundamenta en que la meiosis en formas tetraploides es estable en la recombinacion
(formacion de quiasmas) y en la segregacion de los cromosomas a las células hijas, en
tanto que en formas triploides puede darse la situacibn en que se segregue
equivocadamente la informaciéon genética produciendo gametos no funcionales. (Singh,
2003). Es por esta razén que al inducir estados poliploides lo que se espera es generar
tetraploides en especial, ya que en los hexaploides (triploides duplicados) u octaploides,
se presenta el problema de la redundancia génica y de esta manera el silenciamiento de
los genes cuyo producto se desea maximizar. Para lograr caracterizar adecuadamente
los niveles de pliodia, La citogenética y la citometria de flujo han demostrado ser

herramientas eficaces para este fin.

Ademas sustancias que causan el arresto de la mitosis en metafase como la Colchicina y
la Orizalina han sido ampliamente trabajadas para generar estados poliploides. La
colchicina evita la formacién del huso mitético al unirse con los dimeros de tubulina que
al presentar esta conformacion no se pueden polimerizar. Se han reportado gran cantidad
de procesos de induccién de poliploides con colchicina, siendo un mecanismo bastante
efectivo, pero también se ha visto que el empleo de la colchicina genera mucha
guimerizacion y muerte del tejido con el que ha estado en contacto, por lo que la
produccion de plantas poliploides viables se disminuye en una gran proporcion. (Rego et

al., 2009). Debido a que la colchicina tiene efectos tan negativos, el uso de la Orizalina y
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de otros métodos de arresto mitdtico se han empezado a utilizar generando mayores
tasas de plantulas poliploides viables. La orizalina es un herbicida que a concentraciones
adecuadas causa la despolimerizaciéon del huso con mayor eficacia permitiendo obtener

mayor cantidad de células en estado poliploide.

2.5 Citometria de Flujo

Aparte de los estudios citogenéticos, la citometria es una herramienta bastante empleada
ya que representa un método efectivo y que puede ser empleado con mejores resultados
en una gran cantidad de tejidos en comparacion con la citogenética convencional. La
ventaja de esta técnica es la posibilidad de analizar diferentes tejidos, a parte de los
meristemos, la capacidad de producir un volumen grande de resultados en un tiempo
reducido y el procesamiento de datos mediante un software especializado (Ollitrault-

Sammarcelli et al., 1994) que permite el facil analisis de un gran nimero de células.

La citometria de flujo parte de la generacion de una suspension de particulas (perlas,
bacterias, células, etc.) marcada con un fluorocromo especifico para el disefio del
experimento, las cuales van a pasar por un laser y dependiendo de la intensidad en la
emisién generada se podran determinar caracteristicas tan variadas como el tamafio, la

complejidad (granulosidad), contenido de ADN entre otras, de las particulas.

2.5.1 Fundamentos de la citometria de flujo

La citometria de flujo nace ante la posibilidad de caracterizar poblaciones celulares en
suspension a través de la absorbancia de luz UV en los espectrofotbmetros. Estos

antecesores del citdmetro de flujo eran dificiles de manejar y las medidas generadas en
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los mismos no eran confiables llevando a su desuso. Esto causé que la medida de la
absorbancia pasara a un segundo plano para darle paso a la medicion directa de la
emision de fluorescencia de las moléculas que componen las particulas en suspension.
Es hacia 1953 que aparece el primer registro del uso de un citbmetro de flujo
principalmente para la deteccion de bacterias en cultivos celulares (Rosland-Taylor, 1953)
y por la efectividad demostrada por estos primeros ensayos se abrid la puerta una gran

cantidad de aplicaciones en las ciencias basicas.

Al pasar de los afios los equipos de citometria de flujo se han perfeccionado aumentando
la confiabilidad y la rapidez de los ensayos. Pero a pesar de los avances un citometro de
flujo se basa en tres sistemas que no han cambiado con el paso del tiempo. Estos tres

sistemas son el fluidico, el 6ptico y el electrdnico.

= Sistema Fluidico
Es el sistema en el cual se mantienen las particulas en suspension y permite que las
mismas sean dirigidas hasta el punto de enfoque. El sistema fluidico consiste en dos
columnas de fluido que alimentan la camara continuamente y que son reguladas por

variaciones en la presion de ingreso a la misma. (Figura 2.3)
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Figura 2.3 Sistema fluidico (Modificado de Beckton-Dickinson).

Baja Presion de Muestra Alta Presion de Muestra
Baja Velocidad de Flujo Alta Velocidad de Flujo

Solucién i ;- -
E X . Muestra Solucién Solucién Muestra Solucién
nwvolvente Envolvente Envolvente Envolvente

Las dos columnas de fluido se conocen como la columna envolvente y la columna de
muestra. La primera es una solucién isotdnica que mantiene una velocidad y presion
constante, generando un flujo laminar estable y sin turbulencias que causen la mezcla
entre el fluido envolvente y la muestra, ya que la muestra debe pasar en medio de la
columna envolvente y dirigirse hasta el punto en el cual las particulas seran analizadas. A
este flujo laminar se le conoce como “enfoque hidrodinamico” (Ormerod et al., 2005). El
enfoque hidrodinamico permite enviar las particulas ordenadamente hasta el punto de
encuentro entre el sistema 6ptico y el fluidico haciendo que s6lo una de las particulas sea

analizada por vez.

El controlar las presiones de los fluidos en la camara es muy importante ya que una
presién alta en la muestra puede aumentar errores en los analisis. La presion con la que
entra la muestra al sistema puede ser graduada dependiendo de la cantidad de eventos
gue se deseen registrar en un periodo de tiempo determinado (un evento es el contacto

entre la particula y el laser). Si se desean muchos eventos es necesario establecer una



24 Poliploidizacién in vitro por Mutagénesis Quimica en Gulupa (Passiflora edulis
Sims) y su Monitoreo Mediante Técnicas Citogenéticas

presion de la muestra alta para que la misma presione el fluido envolvente permitiendo el
paso de varias particulas a la vez pero cuando se permite el paso de muchas particulas
en un espacio de tiempo muy corto se puede permitir el paso de cumulos de particulas
las cuales seran leidas como un solo evento y que unidas van a emitir una fluorescencia
mayor a la que emitirian solas. Estos errores se pueden corregir cuando la muestra
ingresa a la camara con una presion baja haciendo que las particulas pasen

ordenadamente de a una en una.

= Sistema Optico
El sistema 6ptico es mas complejo que el fluidico ya que en este se tienen varios
elementos importantes para su funcionamiento: El laser, prismas y filtros. Cada uno de
estos tres elementos son caracteristicos y dependen de los fabricantes y de las

exigencias de los investigadores.

Hay varios tipos de laseres que son empleados dependiendo del fluorocromo que esté
marcando las particulas a estudiar. Es asi que es necesario conocer las longitudes de
onda en las que se excitan y emiten los fluorocromos que se van a manejar en los
ensayos. Los fluorocromos mas empleados son el Bromuro de Etidio (BE), el loduro de
Propidio (IP), DAPI, Hoechst 11325, FITC, Spectrum Green, Spectrum Orange, entre

otros.

En los equipos mas usados solo se tiene un laser verde para los fluorocromos que estan
en un rango de 532nm de excitacién, pero en equipos mas especializados se cuenta con
laser rojo de 640nm y laser UV o violeta de 450nm (www.millipore.com) ampliando las

posibilidades de uso de diferentes fluorocromos.
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Los prismas interactian permitiendo el paso de la fluorescencia emitida por los
fluorocromos, a los filtros de recoleccion, lo cuales van a reconocer las diferentes
longitudes de onda que hayan sido emitidas por el fluorocromo y selecciondndose de

esta manera las longitudes de onda especificas para el ensayo.

»= Sistema Electronico
Los pulsos de luz emitida y de fluorescencia son tomados por el sistema electrénico y
son transformados en pulsos eléctricos. (Dolezel & Bartos, 2005). Esto ocurre gracias a
la presencia de un fotodetector en cuya superficie llega la luz y genera un estimulo que
se traduce en una pequefia corriente eléctrica. Esta corriente es luego pasada a un
amplificador de dicha sefial en la que la amplitud del pulso eléctrico es proporcional al
numero de fotones que alcanzaron el fotodetector (Ormerod et al., 2005) haciendo que la
medicion de la sefial eléctrica sea correlacionable con la emision de la fluorescencia de la

particula en suspension.

En este punto lo Unico que hace falta es el procesamiento y evaluacion de las sefiales lo
cual es realizado por diferentes programas computacionales que dependen del equipo
gue se emplee. Cada fabricante tiene su propio programa para caracterizar los diferentes
analisis pero que en general se basan en el mismo tipo de resultados: los histogramas de
puntos o de picos, en los cuales se sumarizan cada uno de los eventos captados por el

sistema citométrico.

Es importante el manejo que se lleve a cabo de los umbrales de los histogramas ya que

estos son los que determinaran lo que se debe analizar y lo que se toma como errores o
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detritos. Se puede analizar si la presion de la muestra, es decir el flujo de las particulas,
fue adecuada o si se tienen acumulaciones que afectan el resultado de la prueba. De ser
asi es posible volver a realizar el ensayo con nuevas condiciones. Los umbrales de los
histogramas son importantes ya que estos causan el aumento o disminucion del
coeficiente de variacion (%CV). El %CV es una medida que se toma a partir del cociente
entre la desviacién estandar y la medida de los picos generados en el analisis de la
fluorescencia. En este orden de ideas, entre menor sea el CV, mas exacta sera la
medida. Se tiene estimado que el CV debe estar por el orden de 2% al 5% para asumir

gue la medida es confiable. (Dolezel & Bartos, 2005).

2.5.2 Citometria en plantas

La citometria de flujo originalmente fue empleada en diagndsticos médicos pero luego se
vio su potencial uso en la estimacion de tamafios de genomas de diferentes especies y
del analisis de sus ciclos celulares (Singh, 2003). El descubrimiento de las técnicas
fluorescentes de tincidn especifica para las moléculas de ADN (como la incorporacion de
Bromuro de Etidio (BE)) hicieron de la citometria de flujo la herramienta por excelencia
para caracterizar la cantidad de ADN presente en una célula. Estos analisis han permitido
determinar, para muchas especies tanto de plantas como de animales, el Valor-C. El
Valor-C es, segun Swift (1950), la cantidad de ADN presente en una célula haploide.

(Dolezel & Bartos, 2005).

Se ha observado que las especies tienen diferentes Valores-C que puede ayudar en la
diferenciacién taxonémica de las mismas pero ademas, que estas diferencias entre los
valores del contenido de ADN en las células no tiene que ver con la complejidad de los

organismos (Paradoja del valor-C) (Dolezel & Bartos, 2005). Gracias a estas
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caracteristicas los estudios del contenido de ADN en las células de las especies tanto
animales como vegetales ha tenido mucho interés en la comunidad cientifica. En la
actualidad hay varios proyectos para determinar el valor-C en plantas pero las
aplicaciones del estudio de este valor, puede ser util en el mejoramiento de plantas

cuando se modifica el contenido de ADN en un organismo.

La citometria en plantas al igual que otras téncicas que involucran el andlisis celular se
enfrentan una muy importante barrera: La pared celular. El primer acercamiento al uso de
la citometria de flujo fue llevado a cabo por Heller en 1973 en donde se tifieron con BE
nucleos de Oryza sp. para determinar su contenido de ADN demostrando la posibilidad
de realizar analisis en tejidos vegetales. (Dolezel & Bartos, 2005). Pero fue a mediados
de los ochentas cuando se trabaj6é de verdad en la posibilidad de obtener suspensiones
celulares a partir de diferentes tejidos eliminando la pared celular y extrayendo de

manera exitosa nucleos para el andlisis citométrico.

Esto se logré por el uso de diferentes soluciones para el aislamiento nuclear. Estas
permiten obtener nlcleos intactos en suspension para el analisis. Las soluciones deben
cumplir con tres puntos: 1. asegurar la estabilidad de los nucleos a través del
experimento, 2. proteger el ADN de la degradacién y 3. facilitar la tincion. Para cumplir
con la estabilidad del ADN se emplean agentes quelantes que evitan que las nucleasas
puedan actuar rompiendo el ADN, ademas el pH debe controlarse y mantenerse entre 7 y
8. El uso de detergentes enzimaticos como el Triton X-10 o el Tween 20 libera los
nucleos, los separa de los cloroplastos, elimina los restos de citoplasma y disminuye los

agregados entre nucleos y entre nlcleos y detritos. (Loureiro et al., 2006).
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De todas las soluciones de lisis la mas recomendada ha sido la propuesta por Otto en
1990 en la que se usan dos soluciones: la solucién Otto | compuesta por acido citrico a
una concentracion de 100 mM y 0,5% de Tween 20 en un pH de 2.3 que permite una
extraccion limpia de los nacleos a procesar; y la solucion Otto Il la cual cuenta con un
estabilizador para el ADN y tiene un pH de 8.9 contrarrestando la acidez de Otto |
(Dolezel & Bartos, 2005). Se ha trabajado con esta solucién debido a que al parecer el
acido citrico mejora la accesibilidad a la cromatina homogeneizandola lo cual elimina las
diferencias en las intensidades de tincién en las poblaciones de nucleos de una misma

planta.

Para determinar el Valor-C de una poblacién celular se mide segun la ecuacion 1:

2C((contenido ADN célula diploide) = Intensidad media del pico GO/G1 planta problemaX2CADN estandar pg

Intensidad media GO/G1 estandar @

Es importante notar que la citometria, al contrario de lo que hace el andlisis microscépico
de cromosomas, es una técnica comparativa que no mide directamente los niveles de
ploidia sino que compara muestras con estandares conocidos de cantidad de ADN para
determinar cierto nivel de ploidia. (King & Irvine, 2010). Esto hace de la citometria una
herramienta de bastante ayuda cuando se sospecha diferencias en la ploidia de una
planta. Pero como lo que se busca es comparar una cantidad de ADN presente en una
poblacidn célular con otra que debe ser conocida, es muy importante establecer bien qué
control se va a emplear para establecer las condiciones del ensayo. Se conoce que 1

picogramo de ADN equivale aproximadamente a 0.978 x 10° pares de bases (Dolezel et
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al., 2003) por lo que las mediciones generadas por la citometria se pueden equivaler a la

cantidad de pares de bases presentes en una célula.

Para el género Passiflora se sabe que asi como hay gran variacion fenotipica, también
hay una gran variacion en el tamafio de los genomas entre las especies. (Souza et al.,
2004). Esta variabilidad ha permitido el realizar las primeras aproximaciones con
citometria de flujo, reportando para 9 especies del género un contenido de ADN en un
rango de 1.83pg para Passiflora suberosa L., hasta 5.36pg para Passiflora
guadrangularis. (Souza et al., 2004). En este mismo trabajo se determiné para gulupa un
contenido de ADN de 3.16pg pero que no ha sido revisado ni confirmado lo cual es
recomendable ya que se ha visto que se puede presentar una gran variacion entre
ensayos, entre investigadores, en regiones geograficas o entre laboratorios dependiendo

de los elementos que se empleen en cada ensayo.

2.6 Evaluacion de cloroplastos en células acomparfantes

del estoma

Uno de los efectos mas inmediatos del aumento del genoma en un individuo es el
incremento en el tamafio de sus células con respecto a las de sus progenitores diploides
(Gregory, 2005). En plantas las células acompafantes del estoma y los granos de polen
son los mas empleados para determinar el nivel de ploidia debido a que ambos son

significativamente mas grandes en los poliploides que en los diploides.

Se ha demostrado que hay una correlacién establecida entre el nUmero de cloroplastos y

el nivel de ploidia en las plantas. Esto debido a que la replicacién del ADN nuclear
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prepara el camino para la reproduccién del cloroplasto y gracias a esto la cantidad de
ADN nuclear es fundamental para garantizar la continuidad de los cloroplastos en las

sucesiones de células meristematicas. (Butterfass, 1995)

Por la facilidad de obtencion del tejido y de la confiabilidad de la técnica el analisis de la
cantidad de cloroplastos presentes en los estomas es una metodologia eficaz y rapida
para estimar el nivel de ploidia por lo que ha sido empleada para detectar formas
tetraploides en papas (Cardi et al., 1993), melones (Compton et al., 1996) y maracuya

(Rego et al., 2009)



3.METODOLOGIA

3.1 Seleccidn del material de trabajo

La obtencién del material se realiz6 con diferentes productores de gulupa en el
departamento de Cundinamarca y Tolima y ademas se trabajaron semillas de frutos

comercializados en plazas de mercado de Cajica.

Tabla 3.1 Procedencia de las muestras trabajadas.

PROCEDENCIA

Finca Las Brisas — Villa Rica (Tolima)

Finca La Cajita — Villa Rica (Tolima)

Tena (Cundinamarca)

Plaza de mercado Cajica (Cundinamarca)

Un total de 200 semillas de varios frutos de gulupa fueron tomadas de cada uno de los
puntos de muestreo y se llevaron a las instalaciones del laboratorio de cultivo de tejidos
vegetales en donde las semillas fueron liberadas por accibn mecanica del arilo y dejadas

secar al sol por 2 dias.
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3.2 Rescate del embridon

Las semillas obtenidas fueron hidratadas y desinfectadas segun los protocolos de
desinfeccion establecidos en el laboratorio con lavados sucesivos de las semillas
sumergiéndolas en lodopovidona al 2% durante 20 minutos e Hipoclorito de Sodio al 2%
por otros 20 minutos. Se realizaron 3 lavados en agua destilada estéril para ser

trabajados en cabina de flujo laminar, manteniendo las condiciones de esterilidad.

Para la obtenciébn del embrion completo sin endospermo se realizaron varios

procedimientos:

1. Raspado lateral de la testa con cuchilla para luego levantar una de las capas de
la misma. Al retirar la testa queda expuesto el endospermo que recubre el

embridn y que por medio de raspado es eliminado hasta dejar al embrién libre.

2. Corte en la parte terminal de la semilla con el fin de liberar el micropilo del
embrion y que el mismo entre en contacto con el medio mas facilmente

manteniendo testa y endospermo completos.

3. Siembra de la semilla completa.

Para cada uno de los tres tratamientos se sembraron 5 semillas en cada frasco con 4
repeticiones cada una (total de 20 semillas por proceso) y se tomaron datos del tiempo

de respuesta en recipientes de vidrio con 10 ml de medio MS (Murashige & Skoog, 1962)
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suplementado con &cido giberélico al 1% (Ag3), 0,3% peso/volumen de sacarosa, 50
mg/L de inositol y 8 g/L de agar. Los medios de cultivo se ajustaron a pH de 5.7-5.8 y se
esterilizaron a 121°C con 15 Ib. de presion durante 15 minutos. Las plantas germinadas,
luego de 2 a 3 semanas se utilizaron como fuente de explantes para la organogénesis. Al
principio se trabajan 10 semillas por localidad muestreada y se analizan las respuestas y
las caracteristicas citolégicas de las plantulas sin diferencias por lo que se siguen

trabajando indiferenciadamente.

3.3 Organogénesis

Para generar clones a partir de las plantulas obtenidas del rescate del embrién, se
sembraron 4 hipocatilos por frasco en el medio establecido por Monteiro y colaboradores
(2000) para Passiflora (MSM) con variaciones en los contenidos de hormonas segun los
protocolos establecidos por el laboratorio de cultivo de tejidos vegetales del
departamento de biologia de la universidad, para la induccién de organogénesis directa

(ver tabla 3.2).

Tabla 3.2 Medios de cultivo empleados para regeneracion de plantulas a partir de

hipocoétilos.

MB1 MB2 MT1 MT2
MSM+0.3ppm MSM+0.5ppm | MSM+0.5ppmTDZ+ | MSM+0.25ppmTDZ+
BAP BAP 4% AGNO; 4% AGNO;
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3.3.1 Determinacion de la dosis letal 50 (DLsp)

Tanto la colchicina como la orizalina son elementos téxicos para las células, por lo que es
necesario determinar la concentracion adecuada para los experimentos. La
determinacion de la dosis letal 50 (DLso) es un procedimiento basado en la sensibilidad
del tejido expuesto a un elemento externo. Se debe determinar la dosis que causa un
50% de reduccién del crecimiento vegetativo del material tratado (DLsg) cuando es
comparado al control en el primer ciclo después del tratamiento (Predieri & Zimmerman,
2001) Tanto para colchicina como para orizalina se comparoé la tasa de supervivencia y
capacidad regenerativa de los explantes cultivados con relacion al control en 10

concentraciones crecientes (Predieri, 2001). (ver tabla 3.3)

Tabla 3.3 Determinacion de la DLsg

TRATAMIENTOS COLCHICINA TRATAMIENTOS ORIZALINA
A->5uM A->5uM
B->10uM B->10uM
C~>20uM C->15uM
D - 40 uM D > 20 uM
E > 80 uM E > 25uM
F-> 160 uM F-> 30 uM

G > 320 uM G > 35uM
H > 640 uM H > 40 uM
| > 1280 uM | > 45 uM
J = 2560 uM J > 50 uM

Las dosis de los tratamientos fueron seleccionados en niveles mas bajos a la DLso para

cada uno de los agentes inductores.
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3.4 Induccion de Poliploidia

El medio con el mejor crecimiento fue seleccionado y de las plantulas con
aproximadamente dos a tres semanas de crecimiento se tomaron segmentos de 10 mm
gue fueron cultivados sobre frascos con medio para inducir poliploidizacién. Dichos
medios incluyeron: sales MSM (Monteiro et al., 2000), vitaminas de Gamborg, 0.25 ppm/L
de TDZ, 4mg/L de AGNO;3 Yy 8 g/L de agar (medio MT2); junto con diferentes tratamientos

de los agentes mutagénicos que se presentan en la tabla 3,4:

Tabla 3.4 Tratamientos mutagénicos.

TRATAMIENTOS COLCHICINA TRATAMIENTOS ORIZALINA
A > 25 uM A > 5puM
B > 50 uM B > 15 uM
C > 100 uM C>25uM
D - 200 uM D > 35 uM

Las soluciones de Colchicina (Sigma®) y Orizalina (Phyto Technologies Laboratories®)
fueron esterilizadas por filtracion a través de filtros Millex de Millipore® de tamafio de
poro de 0.22um y afadidas al medio de cultivo antes de gelificacién siguiendo la
metodologia empleada por Rego (2011); el control negativo no incluyé agentes
despolimerizantes de microtdbulos (colchicina u orizalina). Para el experimento se

manejaron 10 réplicas con 3 hipocétilos cada una.

Los cultivos se mantuvieron a 25 °C y a un régimen de 16 horas luz, ocho horas
oscuridad e irradiacion por tubos fluorescentes con luz dia que emiten entre 20 a 50 pmol
x m?/s. Después de 15 dias, los explantes fueron transferidos a recipientes con el mismo
medio MT2 sin agentes antimitoticos y los clones regenerados fueron codificados como

se observa en la figura 3.1:
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Figura 3.1 Codificacion de Clones

Plantula S
inicial
& A
Tratamiento Hipocotilos 4 3
COL / ORIl =
* _
_— @ Clon regenerado
hd } o A1-A, A1-B, A1C...
3 hipocotilos / 4 tratamientos -
A-B-CD -
L

10 repeticiones por tratamiento
A1, A2, AL
B1, B2, B3...

3.5 Evaluacion Citogenética del Nivel de Ploidia.

De las plantulas regeneradas de cada uno de los puntos de muestreo se realizd el
analisis cromosOmico para asi determinar si habia diferencias entre los complementos
cromosémicos de las plantas de cada lugar y luego se compararon los complementos

encontrados con los clones tratados después de 6 meses de crecimiento de los mismos.
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3.5.1 Obtencion de células metafasicas:

Se siguid el protocolo establecido por Rodriguez y Bueno (2006) con algunas
modificaciones establecidas mediante la evaluacion de varios protocolos (Tabla 3.5). Se
procedi6 a tratar los apices radiculares con colchicina a una concentracién de 0.5% por
un periodo de 3 horas para detener la division celular y asi detener la formacion del huso
acromatico para encontrar células en metafase. Luego de las 3 horas se fijaron las

células con solucién Carnoy (Etanol: acido acético) y se dejaron en el fijador a 4°C hasta

el momento que iban a ser procesadas.

Tabla 3.5. Protocolos cosecha células en metafase a partir de apices radicales.

P TIEMPO DE FUENTE
PROCESO ELEMENTO CONCENTRACION EXPOSICION
0.25% 3h Rodriguez
Colchicina N & Bueno,
Pretratamiento 0.5% 3h 2006
8- N Souza et
Hidroxiquinolina 0.003M 5h al., 2003.
Carnoy etanol Rodriguez
Fijacion 100% y &cido 3:1 24h & Bueno,
acético 96% 2006
HCL 1IN 20 Souza et
HCL 5N 30 al., 2003.
1IN Souza et
HCL + Celulasa 2% 42°C x 10’ al., 2010.
Hidrolisis ENZIMAS Pectina_sa 1% 37°C x 10’ *
Macerozima 1%
5N Rodriguez
HCL + Celulasa 1.5% 42°C x 10’ & Bueno,
ENZIMAS Pectinasa 0.5% 37°C x 10’ 2006
Macerozima 0.5% *
Rodriguez
Tincion Schiff 30’ & Bueno,
2006
Rodriguez
Aceto-Orceina 12* & Bueno,
Squash 2006
‘. - Guerra,
Acido acético 45% 1083

*Modificacién al protocolo propuesto
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Al menos 50 células fueron examinadas por cada apice y al menos 3 éapices fueron

preparados por cada planta.

3.5.2 Determinacion de la hora mitotica de la planta.

Se realizaron cortes del tejido meristematico radical para estimar el indice Mitotico (IM)
de cada hora durante el periodo comprendido entre las 7am y las 2pm hora en la que se
ha establecido una mayor probabilidad de encontrar la hora de mayor divisién celular en
plantas expuestas a un fotoperiodo de 16/8 (Fukui & Nakayama, 1996). El IM parcial es el
cociente de la sumatoria del numero de células en las diferentes fases de la mitosis sobre
el nimero total de células observadas al microscopio bajo un campo 40X en una hora

determinada. (Ecuacion 1)
IMp (%) = N° células de cada fase / N° total de células * 100 Q)

Luego se determiné el indice mitético (IM), que consistié en la sumatoria de los indices

mitGticos de las fases parciales (Ecuacion 2).
IM(%)=IMp+IMm+IMa 2

Donde p = profase, m = metafase, y a = anafase
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3.5.3. Andlisis citogenético y determinacién del cariotipo:

Se tomaron Microfotografias usando un microscopio AXIOPHOT de ZEISS® acoplado a
una camara digital Jenoptik® y al software Lucia Cytogenetics® (Version 2.5). Se
fotografiaron las células mas representativas y se digitalizaron para guardar el registro

fotogréfico.

3.6 Analisis Morfolégico de poliploidizacion

Se compar6 la densidad estomatica de las plantas diploides y poliploides tomando
secciones de hojas jévenes completamente extendidas en el envés y bajo microscopio en
100x se determind la cantidad de cloroplastos presentes en las células acomparfantes del

estoma para al menos 100 células.

3.7 Analisis por citometria de flujo.

3.7.1 Preparacion de nucleos en suspension.

Para la suspensién celular se tomo el protocolo establecido por Souza (2004) el cual a su
vez es una modificacion al protocolo de extraccidon de nucleos establecido por Otto en

1990 y que fue adaptado por Dolezel y Bartos (2005) a la citometria de flujo en plantas.

Se tomé a las 4pm una cantidad de aproximadamente 17mg de tejido (de 3 hojas jévenes
diferentes) de cada uno de las plantulas regeneradas y se cortd en pequefios pedazos

gue luego pasaron por una solucion buffer de lisis (Otto 1) frio, la cual va a liberar las
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células de la pared celular. Este buffer esta compuesto por &cido citrico 0.1M y 0.5% de
Tween 20. Luego las células se dejaron incubando a 4°C por 20 minutos en constante
agitacion para filtrar la solucién por una membrana de nailon de tamafio de poro de 50um
para permitir el paso individual de las células y disminuir el error generado por detritos.
Las células fueron marcadas con la solucion Otto 2 compuesta por Na,HPO,x12H20
0.4My loruro de Propidio (IP= 50ug/ml) para permitir su lectura por el citbmetro. (Singh,

2003)

3.7.2 Anélisis citométrico de las células en suspension.

Las células en suspensién se analizaron por medio de un citometro de flujo BD
FACSCanto (BD Biosciences, San José, CA), con un laser de 488-nm, provisto de un
muestreador de alto rendimiento (HTS). La fluorescencia se midié con un filtro de paso
de 585 0 426 nm. Para permitir que una sola célula fuera medida cada vez se establecio
un flujo lento para evitar los inconvenientes de una medicion errébnea o de falsos

positivos. (ADN de dos células diploides = tetraploide).

3.7.3 Estimacion del contenido de ADN nuclear.

Una muestra control de maracuya amarilla (Passiflora edulis f. flavicarpa) con contenido
de ADN diploide conocido (2C ADN = 3.19pg) (Souza et al. 2004) se utiliz6 para ajustar
el canal de fluorescencia y establecer el contenido de ADN diploide. De cada una de las
muestras, se obtuvo el histograma de fluorescenciaen el software FACSDIVA que opera

el citbmetro FACScanto de la unidad de citometria de flujo, y fue que comparado con el
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control y analizado en el software FCS Express 4 Flow Cytometry® para obtener los
histogramas finales. Se determino el nivel de ploidia de cada uno de los ensayos y la

medicién del contenido de ADN se lleva a cabo mediante la ecuacién 1:

2C(contenido ADN célula diploide) =Intensidad media del pico GO/G1 planta problema X 2CADN estandar pg

Intensidad media GO/G1 estandar (D)

Se obtuvieron medidas en picogramos de ADN que luego fueron transformadas en pares

de bases presentes en el genoma.

Se manejaron coeficientes de variacion para el pico Go/G; entre 4 y 5%.

3.8 Analisis estadistico

Se determiné si las diferencias encontradas entre las plantulas tratadas y los controles
eran significativas realizando un analisis de varianza (ANOVA) con el programa
Statgraphics Centurion XVI.I® de todas las muestras para cada uno de los estudios

citolégicos realizados.



4.RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Seleccion del Material de Trabajo y Rescate del

embrion

Las semillas obtenidas de los 4 diferentes puntos de muestreo fueron sembradas in vitro
para determinar la eficiencia de los métodos de extraccion del embrién. Se trabajaron 10
semillas por localidad muestreada y se determinaron las respuestas y las caracteristicas
citolégicas de las plantulas regeneradas y no se encontraron diferencias significativas

entre las localidades por lo que se trabajaron como una unidad indiferenciada.

De los tres procedimientos se determind que el mas rapido y efectivo fue el de rescate de
embrion limpio por medio de la eliminacion de la testa y del endospermo (Figura 4.1) con
una activacion del 100% de los embriones a los 7 dias de haber sido sembrados (tabla
4.1) resultados que contrastan con la baja activacién detectada en las semillas completas

y/o en el corte del micrépilo.
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Tabla 4.1 Tasa de activacion de los embriones obtenidos con los diferentes métodos

Cantidad de )
o ) Cantidad de ) .
Procedimiento embriones ) ) Tiempo (dias)
embriones activos
sembrados
Raspado de la testa 20 20 7
Corte en micropilo 20 10 15
Semilla completa 20 7 21

Figura 4.1 Procedimiento para liberar el embrion

Testarota endospermo

cotiledones

micropilo

La activacion de todos los embriones se debié posiblemente a que la interaccion entre el
embrién y el medio es directa, lo cual no ocurre cuando el embrién esta protegido por la
testa y el endospermo haciendo mucho mas lento el proceso de activacién del embrion.
Ademas el procedimiento de corte de la testa para liberar solo el micropilo puede llevar a
inconvenientes ya que el tamafio de la semilla al ser tan reducido aumenta la posibilidad

de dafiar parte del micrépilo, haciendo que el embrion quede completamente inservible.

Los embriones activos se dejaron en el medio para que crecieran y llegaran a un tamafio

promedio de 3 a 4 centimetros de largo para poder obtener hipocoétilos de buen tamafio
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gue pasaran a la organogénesis. Luego de la activacion de los embriones se observo que
las plantulas presentaban clorosis en sus hojas debido a la posible falta de nutrientes por
lo que se modificaron las proporciones de nutrientes en el medio MS segun lo reportado
por Monteiro y colaboradores (2000). Este medio modifica el MS basal de Murashige y
Skoog (1962), al aumentar las concentraciones de fosforo, Calcio, Magnesio, azufre,
Hierro, Manganeso, Cobre, Sodio y EDTA, con una disminucion en la concentracion de
Zinc y eliminacion de Cloro e Inositol, estableciendo asi un medio que es especifico para
pasifloras con el que se observé un mejor crecimiento de las plantulas y bajas tasas de
clorosis, por lo que a partir de ese momento se trabajé con el medio MSM (Monteiro et

al., 2000).

4.1.1 Determinacion de la dosis letal 50 (DLsg)

De los dos agentes empleados el mas conocido es la colchicina ya que su uso en el
cultivo in vitro para producir poliploides se remonta a principios del siglo pasado (Dermen,
1940) pero la orizalina ha venido ganando espacio en los trabajos de poliploidizacion en
plantas ya que ha demostrado ser un agente anti-mitdtico bastante eficiente que
contrarresta muchos de los efectos negativos que la colchicina puede llegar a presentar
por su toxicidad y porque ademas presenta una mayor afinidad a los microtabulos de las

plantas. (Dolezel et al., 1994).

Al poner en contacto los hipocoétilos con las diferentes concentraciones de colchicina y
orizalina fue seguido el desarrollo de las muestras por 15 dias donde se observd una
baja gradual de la supervivencia a medida que las concentraciones de los toxicos se

incrementaban. La DLs, (50% de los hipocétilos vivos), se determino en la concentracion



45 Resultados y Discusion

de 320 uM para colchicina mientras que para orizalina se present6 en 45 uM (Tabla 3.3).
A partir de estos datos se establecieron los 4 tratamientos a estudiar (Tabla 3.4) con
concentraciones sub-letales para probar en la induccién de poliploides de 25 a 200 puM
para colchicina y de 5 a 35 puM para orizalina. Se ha visto que las concentraciones de
colchicina son mas altas con respecto a las empleadas por orizalina, esto se debe la alta
afinidad de la orizalina por la tubulina (Ascough et al., 2008 ), por lo que sus
concetraciones son bajas, en tanto que por la baja permeabilidad de la pared a la
colchicina, se requiere tiempos mas prolongados de exposicién y concentraciones mas
altas de colchicina para los tratamientos, como ya se habia observado en los ensayos

citogenéticos para la acumulacion de metafases.

4.2 Organogénesis e induccion de poliploidia

Después de 2 a 3 semanas de crecimiento las plantulas (Figura 4.2) con un tamafio de
hipocotilos favorable, fueron trasladadas a medios de organogénesis con diferentes
citocininas con el fin de establecer el mejor tratamiento para la produccién de clones a
partir de hipocotilos. En los dos primeros medios (MB1 y MB2) se usé 6-
bencilaminopurina (BAP) y para los segundos (MT1 y MT2) la citocinina 1-fenil-3-(1,2,3-

tiadiazol-5-il)-urea (TDZ) y nitrato de plata (AgNOs).
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Figura 4.2 Estructura de la plantula después de 3 semanas de crecimiento

Cotiledones

Hipocatilo

Raices

Se observo que los hipocétilos expuestos a los medios trabajados con BAP (MB1 y MB2)
la produccién de callo fue muy marcada. La formacion de callo aumenta la posibilidad de
tener variabilidad somaclonal en las plantulas regeneradas, lo cual no es benéfico para el
objetivo de esta investigaciéon. Dicha variacién es originada por la aparicion de eventos
mutacionales como consecuencia de las nuevas condiciones ambientales que impone el
cultivo in vitro (Perera et al., 2010) y que activan la expresion de enzimas inducidas por
estrés, elementos transponibles, y otros productos, llevando a la desorganizacién de las
funciones normales de las células (Bairu et al., 2011). Para el caso en el que se desea
obtener una linea clonal “pura” a partir de un individuo en especial lo mejor es evitar

estas variaciones.

Dado que los medios con BAP presentaron una gran cantidad de formacion de callo, se

trabajo con TDZ, una citocinina artificial que ha demostrado ser muy efectiva en la
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organogénesis directa. TDZ es considerado uno de los inductores mas potentes en la
formacion de nuevos brotes o embriones somaticos tanto en plantas lefiosas como
herbaceas (Huetteman & Preece 1993 cit. en Squeo & Cardemil, 2007). Se ha asociado
el TDZ con el nitrato de plata el cual ayuda a bajar los niveles de etileno en el medio. El
etileno es una hormona gaseosa que al trabajar en frascos de cultivo cerrados, se puede
acumular y afectar la regeneracion de explantes colaborando con la formacion de callo.
(Biddington, 1992). Al trabajar con esta citocinina se bajé la proporcion en la proliferacion
de tejido indiferenciado haciendo del TDZ junto con el AgNO; una buena opcién para la

organogeénesis directa.

Ademas de la formacién de callo el tiempo de regeneracién con BAP fue muy largo (3
meses) comparado con el tratamiento llevado a cabo con TDZ y nitrato de plata que tuvo
una tasa de regeneracion del 50% y un tiempo de 1 mes y medio para la obtencion de

clones viables. (Tabla 4.2)

Tabla 4.2 Medios para organogénesis probados y su efectividad

#HIPOCOTILOS # DE PLANTULAS
MEDIO TRATAMIENTO
SEMBRADOS REGENERADAS

10 (Mucha formacion

MB2 MSM+0.5%BAP 56
de callo)

9 (poca elongacién-

MB1 MSM+0.3%BAP 56
arrosetados)

MT1 MSM+0.5ppmTDZ+ 4%AGNO3 56 16
MT2 MSM+0.25ppmTDZ+4%AgNO3 56 28

Tanto el tiempo de formacién de clones como el tipo de crecimiento fueron evaluados ya
gue no todas las plantulas regeneradas con BAP mostraron un crecimiento ideal

presentando formas arrosetadas sin separacion evidente en los entrenudos. (Figura 4.3)
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mientras que la elongaciéon con TDZ fue la esperada. Esto ya ha sido reportado en
tomate en donde se observé que el BAP a ciertas concentraciones puede inhibir
fuertemente la elongacion de brotes (Bakrim et al., 2007) y en Arabidopsis thaliana en
donde se reporta que posiblemente la inhibicion de brotes y de raices con BAP tiene que
ver con la interaccion de dicha hormona con el etileno (Cary et al., 1995).

Figura 4.3 A. Formacion anormal de brotes con BAP en el medio MB1, B. Brote normal
con TDZ

Los buenos resultados encontrados con el medio MT2 llevaron a escogerlo para el
trabajo para iniciar los tratamientos con colchicina y orizalina segun el protocolo
presentado por Rego y colaboradores (2009) para maracuya modificado para gulupa
debido a que se observaron deficiencias demostradas por la presencia de clorosis con

los suplementos establecidos para maracuya.

4.2.1 Induccion de poliploidia

En este punto fue importante determinar la manera en la que las células iban a estar
expuestas a los agentes anti-mitoticos ya que la efectividad de estos compuestos en el
cultivo in vitro depende en la concentracion aplicada, la duracion del tratamiento y la

penetracion del compuesto. (Ascough et al., 2008). La forma en la que se agrega el
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agente anti-mit6tico puede variar dependiendo del investigador. Se tienen reportes en
papa en el que el agente se agregaba por goteo directo a las muestras por medio de un
papel de filtro incrustado en el explante después de haber sido sembrado (Alamet al,
2011). Pero se ha determinado que la penetracion de los agentes anti-mitoticos puede
ser mas eficiente y menos toxica por medio de la incorporacion de los mismos
directamente al medio de cultivo antes de sembrar los tejidos a exponer. (Rego et al.,

2009)

Los explantes tratados con los agentes anti-mit6ticos fueron sembrados en medio MT2
sin colchicina u orizalina y monitoreados en su crecimiento por tres semanas después
haber sido liberados. El tipo de crecimiento fue caracterizado dependiendo de la
presencia o ausencia de callo y de la capacidad de regeneracion de plantulas para cada
uno de los tratamientos. Los resultados se observan en la Figura 4.4 las cuales
demuestran que la capacidad de regeneracién de explantes disminuye al aumentar la

concentracion de agente anti-mitético tanto para colchicina como para orizalina.

En colchicina se observa un aumento en la toxicidad al presentarse mayor cantidad de
explantes quemados en el tratamiento con 200 UM y en orizalina se observd un
comportamiento similar con la concentracion de 35 uM, lo cual era de esperarse debido a
la cercania a la DLsg, aunque este no se vio tan marcado como en colchicina. Se
observé, ademas formacion de callo en los tratamientos B (50uM) y C (100uM) con
colchicina mientras que en los tratamientos con orizalina no se observd este tipo de
crecimiento. Esto se relaciona con la desorganizacion que causa la colchicina en las
células en divisibn al aumentar la proporcién de nucleos irregulares y formacién de
micronucleos (Ascough et al., 2008) que pueden llevar a la proliferacién de células

anormales.
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Con ambos agentes se registr6 la mayor cantidad de brotes regenerados en los
tratamientos B (colchicina = 50uM vy orizalina = 15 pM) y C (colchicina = 100uM y
orizalina = 25 uM) los cuales corresponden a las concentraciones que pueden causar
menos dafio a las células pero que tienen, a su vez, mayor probabilidad de generar

poliploides.

Figura 4.4 Comportamiento de los brotes tratados con colchicina (a) y orizalina (b)

después de 3 semanas de crecimiento.
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Después de obtener los brotes de los hipocétilos de las plantulas tratadas, se dejaron
crecer por un periodo de 6 meses eliminando los hipocétilos quemados, contaminados y

con callo. Para los analisis posteriores de los niveles de poliploidia generados con los
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diferentes protocolos propuestos, se emplearon solamente los brotes activos y

arrosetados

La tabla 4.3 presenta los clones regenerados después de 6 meses de crecimiento y que

fueron evaluados para determinar su nivel de ploidia-

Tabla 4.3 Clones obtenidos de cada uno de los tratamientos con los agentes
mutagénicos.

COLCHICINA ORIZALINA
A2 A2-B
A5 A2-A
A =25uM |A3 A=5uM |[A5
B2-A B2-A
B2-B B2-B
B3 B3
B4 B4-B
B5 B7-Al
B6 B7-A2
B7-B B9-A
B=50uM |B7-A B =15uM |B10-A
C2-A C2-B
C2-B C2-A
c4 C4-B
C=100uM |C6 C4-A
D = 200uM | D4 C5-A
C6-A
C8-A
C9-A
C9-B1
C9-B2
C=25uM |C10-A
D1-A
D1-B
D=35uM |D3
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Para cada uno de los tratamientos se sembraron 3 hipocétilos dando un total de 120
hipocétilos sembrados por agente mutagénico y 6 meses después de haber sido
sembrados se contdé con un total de 16 clones para colchicina y de 25 clones para
orizalina. Dicho comportamiento demuestra una vez mas que la posibilidad de obtener
clones sanos a partir de colchicina disminuye notoriamente haciendo de orizalina un

mejor agente para la obtencion de clones viables.

Estos clones fueron empleados para la caracterizacion morfologica, citogenética y

citométrica de su nivel de ploidia.

4.3 Evaluacion Citogenética del Nivel de Ploidia

La evaluacion citogenética se inicio desde las 37 plantulas obtenidas con los
procedimientos de activacion de los embriones. Estas plantulas son consideradas como
el nivel basal para las evaluaciones citogenéticas. Adicionalmente proveyeron el
material inicial para la estandarizacion de los protocolos reportados para la obtencion de

cromosomas metafasicos en vegetales.

De los tratamientos empleados para la obtencion de células metafasicas, el mas eficiente
fue la combinacién entre los protocolos presentados por Rodriguez y Bueno (2006) junto

con el propuesto por Souza y colaboradores (2003) para Passiflora.

-Pretratamiento: Al analizar los resultados obtenidos con el uso de los diferentes
pretratamientos el mas efectivo fue el de colchicina 0.5% por 3 horas ya que el
tratamiento realizado con colchicina al 0.25%, no alcanzaba a penetrar en las células y

se observé una gran cantidad de células en anafase, demostrando de ésta manera que la
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capacidad de la colchicina para generar metafases analizables depende del tiempo y de
la concentracion, haciendo que concentraciones bajas no sean eficientes para detener la

formacién de huso acromatico.

El pretratamiento con hidroxiquinolina mostr6 cromosomas pegajosos caracteristica tipica
del uso de esta sustancia en la obtencién de células en metafase (Singh, 2003) y que
hace el analisis mucho mas complejo al no poderse determinar con certeza la separacién

de los cromosomas.

-Hidrélisis: El tratamiento con acido clorhidrico ha sido el mas empleado en el analisis
cromosomico del género Passiflora. Hay diferentes reportes en los que la concentracion y
la temperatura en la que se maneja varia, pero para éste caso se empledé una
concentracion de 5N a 42°C por 30 minutos ya que cuando se trabaj6 a bajas
concentraciones con los demds tratamientos se observo una gran cantidad de pared
presente en las células lo que hace dificil el andlisis de las metafases y la dispersion de
las células en la ldmina. Los tratamientos llevados a cabo con enzimas proteoliticas
degradaron el tejido meristematico por lo que no se pudo obtener metafases por medio

de éste protocolo.

La efectividad del acido clorhidrico se basa en su capacidad de degradar las sales
peptidicas de la lamela media en la pared celular, facilitando la separaciéon de las células
y ademas colabora al fijador Carnoy en el aclaramiento del citoplasma (Valladolid et al.,
2004) contribuyendo a la dispersion tanto de las células meristematicas como de sus

cromosomas para el analisis.

-Tincion y dispersion celular (squash): Cuando se trata el ADN con el colorante Schiff
se busca generar la reaccion de Feulgen en la cual la hidrdlisis acida llevada a cabo en el

paso anterior causa la separacion de las bases dejando expuesto el que se denomina
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como residuo apurinico y que va a reaccionar con el reactivo Schiff (Rodriguez et al.,
1997) tifendo el ADN. Debido a la degradacion de la pared celular en el tejido
meristematico, la entrada del reactivo de Schiff es mucho mas eficiente y permite
visualizar el meristemo con mayor facilidad para poder realizar el corte del mismo para su

analisis.

Para separar las células en la lamina se trabajaron dos tratamientos uno con &cido
acético segun lo propuesto por Guerra (1983) en donde el acido acético contribuye a
diluir con mayor eficacia la lamela media que puede gque no se haya eliminado con la
hidrolisis pero se observd que con éste tratamiento las células se deshidrataban con

mucha rapidez lo cual afectaba la dispersion de los cromosomas en la lamina.

Se trabajé con mejores resultados el protocolo establecido por Rodriguez y Bueno (2006)
en donde la dispersion de las células se llevé a cabo con una contratincion de Aceto-
Orceina que ademas de ayudar a la dispersion de las células, tifie suavemente el
citoplasma permitiendo la diferenciacién de cada una de las células con respecto a las

células circundantes.

4.3.1 Determinacién de la hora mitética de la planta.

Luego de establecido cual era el mejor protocolo para la obtencibn de células
meristematicas se procedié6 a establecer el momento del dia en el que el tejido
presentaba la mayor tasa de division. Se encontré que a las 12:15m el indice mitético fue

de 45% haciendo que los analisis realizados posteriormente se trabajaran a esa hora.
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A pesar de encontrar la hora mitGtica a las 12:15m se observaron diferencias cuando el
regulador del foto periodo se vio afectado por un dafio, obligando a un cambio en las
horas de luz/oscuridad a las que estaban expuestas las plantulas. Al iniciar el trabajo el
foto periodo se encontraba regulado a 12 horas luz y 12 horas oscuridad y la hora
mitotica se determind entre las 12m y la 1pm, mientras que después de modificar el foto
periodo a 16 horas luz y 8 horas oscuridad, la hora mitética se ubicé entre las 10-11am.
Dichos cambios han sido reportados en varios trabajos (Gonzalez et al., 2001) en los que
gueda demostrado como el foto periodo regula la division celular. Esta situacion se ha
explicado porque la division depende la absorcion de nutrientes y agua que van a ser
necesitados por la planta para sus rutas metabdlicas (Rodriguez & Bueno, 2006)
haciendo entonces, que en los puntos de mayor luz se aumente la mitosis en los tejidos

meristematicos.

Debido a que cada especie planta posee caracteristicas especificas de composicion en la
pared celular, membrana y citoplasma es necesario estandarizar la mejor técnica por lo
gue se probaron las diferentes técnicas resumidas en la tabla 3.5 las cuales son para

otras especies pero que se adaptaron para el trabajo en gulupa.

Luego de establecer la hora mitética y el mejor método para la obtencion de cromosomas
adecuados para su analisis, en la Figura 4.5 se observa el resultado del tratamiento
escogido para la obtencién de tejido meristematico libre de pared celular y con las
células en un solo plano gracias al aplastamiento realizado que liberé las células del

tejido.
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Figura 4.5 Tejido meristemético adecuado para el analisis cromosémico vista en 40X de

un campo con células en interfase y metafases.
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4.3.2 Andlisis citogenético y determinacién del cariotipo:

De acuerdo a los andlisis realizados en las plantulas control de gulupa se observé un
complemento cromosémico de 2n=18 (Figura 4.6), lo cual concuerda con lo reportado en
la literatura por Mayeda (1997), Souza (2008) y Rego (2009). Dicho complemento
cromosémico no varié en las plantulas regeneradas de los puntos muestreados lo cual
permitié trabajar con las plantulas aleatoriamente para el tratamiento con los agentes

anti-mitéticos.
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Figura 4.6 Metafase con 2n= 2x=18 cromosomas
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A pesar de lograr determinar el complemento cromosémico en las metafases de los
controles, no fue posible reproducirlo en las plantulas tratadas con los agentes anti-
mitoticos ya que se bloqued el crecimiento de raices in vitro. Esta situaciéon ha sido
reportada en plantulas tratadas de mani (Wetzstein & Baker, 1993), soya (Bucheim et al.,
1989) y Populus spp. (Michler & Bauer, 1991 cit.. en Rey et al., 2002) y que se ha
asociado a la formacion de paracristales que dafan la estructura de las células en la raiz
(Karagiannidou et al., 1995). Dichos paracristales consisten en complejos de tubulina-
colchicina/orizalina u otro agente anti-mitético que modifican la estructura normal de las
células en divisibn haciendo que pequefias vacuolas y vesiculas de Golgi queden
atrapados dentro del nucleoplasma de nucleos multilobulados formados por inestabilidad
del ADN y que llevan a la pérdida total de las células en divisién de los meristemos

(Eleftheriou & Bekiari, 2000).

Dicho blogqueo se ha contrarrestado disminuyendo el tiempo en los tratamientos con

agentes anti-mitéticos (Thompson, 2010) pero que pueden llevar a una disminucion en la
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probabilidad de generar poliploides. Ante dicha situacion se trabajo la caracterizacion de
las plantas tratadas por medio de la caracterizacién de los cloroplastos en las células
acompanfantes del estoma y la determinacion citométrica del contenido de ADN en los

nacleos de las plantas tratadas.

4.4 Analisis Morfologico de poliploidizacion:

El analisis de estomas para determinar la poliploidizacion inducida en plantulas ha sido
reconocido como un método simple, rapido, no dafino con el material y que puede llegar
a tener una precision de deteccion de poliploides del 90% (Cohen & Yao, 1996 cit. en
Ascough et al., 2008) por lo que se analizaron 100 células para cada plantula regenerada
obteniendo un promedio de cloroplastos por célula acompafante. Para los controles se
encontr6 un promedio de 5.4 cloroplastos por célula acomparfiante. Los resultados para

colchicina y orizalina se presentan en la tabla 4.4.
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Tabla 4.4 Promedio de cloroplastos encontrados en las plantulas tratadas con colchicina

y orizalina y andlisis de varianza.

COLCHICINA MEDIA | VARIACION ORIZALINA MEDIA |VARIACION
A2 3,84 *-1,84 A2-B |6,60 *-1,20
A5 4,44 *-1,24 A2-A |6,46 *-1,06
A =25uM | A3 4,36 *-1,32 A =5uM | A5 7,92 *-2,52
B2-A |6,30 *-1,88 B2-A |5,48 -0,08
B2-B |[5,20 0,48 B2-B |-
B3 6,16 -0,48 B3 5,22 0,18
B4 5,82 -0,14 B4-B 8,80 *-3,40
B5 6,52 *-0,84 B7-A1 |7,28 *.1,88
B6 4,86 *0,82 B7-A2 |7,04 0,24
B7-B |6,22 *.3,92 B9-A 8,88 *-3,48
B=50uM |B7-A |9,70 *-0,54 B = 15uM |B10-A |5,30 0,1
C2-A |5,88 -0,20 C2-B |5,84 -0,44
C2-B |5,02 *0,66 C2-A |6,70 *-1,30
C4 6,26 *-0,58 C4-B 7,82 *-2,42
C =100uM | C6 6,74 *-1,06 C4-A |8,44 *-3,04
D =200uM | D4 C5-A |7,80 *-2,40
C6-A |7,48 *-2,08
C8-A |7,24 *-1,84
C9-A |6,12 *-0,72
C9-B1 |5,34 0,06
C9-B2 |6,10 *-0,70
C =25uM | C10-A |8,24 *-2,84
D1-A |4,88 0,52
D1-B |8,98 *-3,58
D = 35uM | D3

* Diferencias significativas en el namero de cloroplastos presentes en las células

acompanfantes del estoma (p-valor F test <0,05) con respecto a los controles.

Los promedios obtenidos variaron entre 4.88 y 8.98 cloroplastos por célula en orizalina y
para colchicina variaron entre 9.70 y 3.84. Para cada uno de los tratamientos (Figura 4.7)

se hizo un analisis de varianza de muestras mdultiples en el programa Statgraphics
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Centurion XVII® en donde se determind si las medias encontradas fueron

significativamente diferentes de los controles con un nivel de confianza del 95,0%.

Figura 4.7 Cloroplastos observados A. Control con 4 cloroplastos, B. Colchicina B-7A
con 10 cloroplastos, C. Orizalina C-4A con 10 cloroplastos
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De los tratamientos D (colchicina, 200uM vy orizalina 35uM) para ambos agentes anti
mitdticos no se logré conseguir una medicidén confiable de la cantidad de cloroplastos
presentes, debido a que perdieron su conformacién probablemente por la toxicidad de los

agentes. (Figura 4.8)

Figura 4.8.Danos en los cloroplastos observados A.Colchicina D-4, B. Orizalina D-3

De las plantulas analizadas se observé que los controles al ser comparados con los
cloroplastos presentes en las plantulas sobrevivientes del tratamiento con orizalina se

encontré que 7 plantulas no presentaron diferencias significativas en el contenido de
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cloroplastos, por lo que se asume que en ellas no ocurri6 la poliploidizacién. Mientras que
para colchicina de los 16 clones, 4 no presentaron diferencias significativas con el control
en tanto que en las otras doce (12) si. En los clones con el tratamiento A (colchicina,
25uM y orizalina 5uM), hubo diferencia estadisticamente significativa con respecto a los
controles pero por debajo del valor medio de cloroplastos presentes. Estos resultados,
muestran claramente que el tratamiento no fue efectivo para establecer poliploidia, pero
si caus6 alguna inestabilidad en el ADN que llevo a tener menos cloroplastos que en las
plantulas controles. Al poseer su propio ADN, en su génesis, los cloroplastos llevan a
cabo la divisién independientemente de la célula. Por lo que la presencia de agentes
citotoxicos como los empleados en este estudio, pueden inducir mutaciones, que

modifican la génesis de los cloroplastos.

Al observar las medias se determina que las plantulas tetraploides son 8 para orizalina
(A5, B4-B, B9-A, C5-A, C4-B, C10-A, C4-A, D1-B) y una para colchicina (B7-A) (ver tabla
4.4); el resto de las plantulas regeneradas a pesar de presentar diferencia estadistica
significativa posiblemente representen formas triploides o haploides de gulupa, que
tienen poco interés desde el punto de vista de seleccion de clones Utiles en

bioprospeccién de la especie.

4.5 Analisis del Contenido de ADN en Nucleos por

Citometria de Flujo:

La obtencién de nucleos aislados para el andlisis citométrico se llevd a cabo segun los
protocolos trabajados por Souza colaboradores (2004) y se tomé como control la

maracuya amarilla, de la cual se reporta un contenido de ADN de 2C ADN = 3.19pg
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(Souza et al. 2004) Como ya se habia reportado el contenido de ADN de Maracuya se
pudo calcular el contenido de las plantulas controles y clones de gulupa (ver figura 4.9).
Para los ensayos citométricos es importante establecer como ADN estandar, un genoma
conocido y que tenga un tamano similar al de la planta problema a analizar (Dolezel &

Bartos, 2005)

Figura 4.9 Obtencion del contenido de ADN en controles de gulupa por medio de la
intensidad media medida por citometria de flujo.
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Se determiné para las gulupas de la poblacion inicial, un contenido de ADN de 3.27pg
con un coeficiente de variacion (%CV) de 4.69. En este punto el CV tiene una gran
importancia debido a que éste valor va a determinar la efectividad del ensayo, entre mas
alto el CV, mayor la probabilidad de presentar datos errbneos. Segun Dolezel y Bartos
(2005) el valor del CV cuantifica la precision de la medida tomada y establecen que la
medida de CV debe estar por debajo del 5% para considerarse aceptable. A partir de
esta aseveracion se establecieron los coeficientes de variacion para los demas analisis
por debajo del 5%. En la tabla 4.5 se presentan los valores de intensidad media de

fluorescencia para el pico de GO/G1 obtenidos para cada uno de los tratamientos con
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colchicina y orizalina junto con los valores en picogramos del contenido de ADN y sus

respectivos CV’s.

Tabla 4.5 Clones de colchicina y orizalina analizados por citometria de flujo

INT. | CONTENIDO INT. |CONTENIDO
ORIZALINA MEDIA | ADN (pg) | %CV COLCHICINA MEDIA | ADN (pg) | %CV
A2-B | 4104,04 3,2 4.28 A2 4123,01 3,22 4,38
A2-A | 4162,79 3,3 4.49 A5 4672,25 3,66 4,45
A=5uM |*A5 17285,66 13,6 4.21 A=25uM [A3 4163,52 3,26 4,6
B2-A | 416458 3,3 4,32 B2-A | 5102,32 4 4,17
B2-B | 4660,98 3,7 4,63 B2-B | 432964 3,39 4,34
B3 4401,44 3,5 4,43 B3 3435,7 2,69 4,84
B4-B | 4861,68 3,8 4.31 B4 3640,62 2,85 4,67
B7-A1 | 3650,02 2,9 4.20 *B5 16873,94 13,23 3,7
B7-A2 | 3676,81 2,9 4.60 B6 3723,34 2,92 43
B9-A | 373744 2,9 4.45 B7-B | 3702,12 2,9 46
B =15uM |B10-A | 3292,82 2,6 45 B =50uM |B7-A 0
C2-B | 4068,32 3,2 5.06 C2-A 0
C2-A 3463,9 2,7 477 C2-B 0
*C4-B | 21065,4 16,5 433 C4 3453,53 2,71 4,29
CA-A | 434452 3.4 4.33 C = 100uM |*C6 14805 11,61 4,87
C5-A | 3850,44 3 4.27 D = 200uM | D4 3211,98 2,52 4,47
C6-A | 504844 4 477
C8-A | 5102,32 4 417
C9-A | 461587 3,6 4,67
*C9-B1 [16373,86 12,8 4,67
C9-B2 | 3589,86 2,8 4,64
C = 25uM | *C10-A |17147,48 13,4 4,25
*D1-A [15979,06 12,5 3,93
*D1-B | 173994 13,6 2,45
D = 35uM | D3 4787,42 3,8 43

* Individuos con el contenido de ADN aumentado

Seis de los clones regenerados a partir de los hipocétilos tratados con orizalina

mostraron variacion significativa en el contenido de ADN con respecto al control. El
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contenido de ADN vari6 de 2.58 picogramos hasta 16.52 pg. Al comparar estos
resultados con los obtenidos el conteo de cloroplastos en las células acompafantes del
estoma, el estudio citométrico confirma 4 de los 8 clones sospechosos de ser tetraploides
los clones: A5, C10-A, C4-A, D1-B. Para los clones B9-A, C4-B, C5-A, B4-B que los
conteos de cloroplastos sugerian la posibilidad de ser poliploides, los datos citométricos
descartan esta condicion dado que el contenido de ADN en sus nlcleos es muy cercano
a la forma diploide inicial. Adicionalmente, se encontré que los clones C9-B1 y D1-A que
no presentaron un conteo de cloroplastos alto que hiciera pensar en la posibilidad de que
fueran poliploides, al realizar la citometria de flujo se encontraron elevados contenidos de
ADN, Se realizé un nuevo conteo de cloroplastos, confirmando que en estos clones, la
poliploidia detectada con la citometria, no estaba acompafiada por variaciones en el
numero de cloroplastos en las células acomparfiantes de los estomas. Esto puede ocurrir,
por un fendbmeno conocido como mixoploidia, en donde se forma un tipo de quimerismo
en la planta regenerada, con diferentes contenidos de ADN en sus o6rganos. Se ha
establecido que si se llegan a presentar plantas mixoploides, el andlisis de los
cloroplastos presentes en los estomas puede llegar a ser un método poco confiable lo
gue hace necesario que esta metodologia sea combinada con otras técnicas (Chen et al.,

2006 cit. en Ascough et al., 2008) como en éste caso con la citometria de flujo.

Para los clones sospechosos de ser poliploides después del tratamiento con colchicina
se detectaron 2 plantulas (C6 y B5) con contenido de ADN aumentado, e incremento en
el nimero de los cloroplastos presentes en los estomas (6.74 y 6.52 cloroplastos
respectivamente). Debido a la muerte del clon B7-A, que en el analisis estomatico mostré
un incremento significativo de los cloroplastos, no fue posible confirmar el estado

poliploide por contenido de ADN en dicho clon.
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La eficiencia en la induccion de poliploides, valorada en forma conjunta por nimero de
estomas y citometria de flujo, muestran claramente que la orizalina es un inductor mas

eficiente que la colchicina.

4.6 Resumen

En la tabla 4.6 se presenta el resumen de la supervivencia de los clones regenerados de
segmentos de hipocétilos de gulupa y el nivel de ploidia para los poliploides obtenidos

con Colchicina y Orizalina.

Tabla 4.6 Tasas de supervivencia por tratamientos y representatividad

#
Hipocatilos Clones Clones Clones

TRATAMIENTO | sembrados |regenerados| triploides |tetraploides| %

COLCHICINA 120 16 1 1] 17
A 30 3 0 0| 0,0
B 30 8 0 1] 3,3
C 30 1 0| 3,3
D 30 1 0 0| 0,0
ORIZALINA 120 25 0 6 5,0
A 30 3 0 1] 3,3
B 30 8 0 0| 0,0
C 30 11 0 3| 10,0
D 30 3 0 2| 6,7

De los tratamientos llevados a cabo se puede establecer que orizalina fue menos téxico
gue colchicina permitiendo la regeneracién de 25 clones con 4 tetraploides y 2

mixoploides mientras que colchicina generd 16 clones con 1 tetraploide y 1 clon triploide.






5.Conclusiones y recomendaciones

Se establecié la mejor manera de activar de dormancia a los embriones de gulupa por
medio del rescate del embrién limpio de la semilla, permitiendo de esta manera mantener
en cultivo in vitro buena cantidad de material para el tratamiento con los agentes

antimitéticos colchicina y orizalina.

La dosis letal 50 (DSso) permitié establecer las concentraciones a las que se trabajaron
cada uno de los agentes antimitéticos ya que en las dosis trabajadas se lograron valores
medios de afectacion para la regeneracion de los clones permitiendo producir y recuperar

mutantes Utiles para los analisis citologicos realizados.

Las técnicas citogenéticas en vegetales, son dificiles y por estar basadas en general en
el aplastamiento de tejido de meristemo apical es frecuente que los cromosomas queden
en varios niveles y sus conteos se deben efectuar manejando la profundidad de campo
del microscopio. Por dificultad en la generacion de raices adecuadas para la
determinacion del numero cromosémico en las plantulas post-tratamiento, esta técnica no
fue de mucho apoyo en la determinacion de las poliploidias que fueron confirmadas por

los otros métodos.
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La citometria de flujo y el estudio de cloroplastos en las células acompafiantes del
estoma, pudieron establecer que la orizalina es mucho mas efectiva que la colchicina en

la generacion de tetraploides

El establecimiento del proceso de poliploidizacién permitié generar una linea clonal de los
especimenes tetraploides que se espera lleguen a la fase de campo para su

caracterizacion ex vitro.

La citometria de flujo mostro ser una herramienta indispensable para la confirmacién de
poliploidias, dado que por la variacion somaclonal, se puede tener diferencias en el nivel
de ploidia en diferentes tejidos que pueden ser subvalorados cuando se emplea solo una

técnica.
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