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Resumen y Abstract \%

Resumen

Passiflora edulis Sims var. edulis- gulupa, es una especie exdtica de las frutas de la pasion,
considerada como promisoria en el mercado nacional e internacional por sus caracteristicas
organolépticas de sabor y aroma, ocupando el segundo lugar de las pasifloras a nivel de
exportacion en el pais. Actualmente este cultivo se esta viendo afectado por la incidencia de
plagas y enfermedades, causando pérdidas significativas en la produccién y limitando
considerablemente la exportacion. En esta investigacion se evalud la variabilidad genética
producida por las radiaciones gamma Co® en plantas in vitro de gulupa mediante caracteres
fenotipicos, citogenéticos y moleculares; en donde plantulas de gulupa procedentes del
material in vitro de investigacion del laboratorio de cultivo de tejidos- Departamento de
Biologia fueron utilizadas con el fin de iniciar un programa de mejoramiento genético en este
frutal con la alternativa de induccién de mutaciones. Seis dosis de irradiaciones gamma (10,
20, 30, 40 50 y 60 Gy) fueron empleados con el objeto principal de establecer la curva de
radiosensitividad en esta especie frutal a partir de segmentos nodales como explantes. La
evaluacion de la eficiencia de la mutacion estuvo determinada por la medicion de la dosis letal
media (DLsp), esta se determind en la dosis de 50 Gy. En las dosis de 10, 20 y 30 Gy se
observd una buena capacidad de multiplicacion de brotes, la cual fue homogénea y presenté
los mayores indices de sobrevivencia. De las variables fenotipicas evaluadas, el coeficiente de
multiplicacién (CM) y el vigor de las plantas, arrojaron diferencias significativas frente al control
para todos los tratamientos en las evaluaciones realizadas, aunque se encontré una similitud
en la respuesta CM en los tratamientos mutagénicos después de seis semanas de evaluacion.
Por otro lado, se observo un habito de crecimiento de forma roseta, la cual fue notoria en las
dosis de 50 y 60 Gy. En general se asume que estos caracteres fenotipicos evaluados en
condiciones in vitro no permiten la seleccion de un material vegetal con optimas propiedades
agroecondémicas. Los analisis citogenéticos de las plantulas irradiadas y no irradiadas lograron
detectar variabilidad genética, observandose aneuploidias de 26, 27, 28, 29 y 30 cromosomas
y algunas fragilidades en todos los tratamientos mutagénicos. También se evaluo el dafio del
ADN cloroplastico mediante el conteo de cloroplastos en cada célula guarda; los resultados
mostraron diferencias numéricas y morfolégicas por encima del 50%, observandose
variaciones entre 4 - 7 cloroplastos por célula guarda en las dosis evaluadas. En ambos
estudios no se presentd correlacion del dafio con un tratamiento especifico. De igual manera la
caracterizacioén citogenética en las plantulas de gulupa in vitro (control) mostro la presencia de
28 cromosomas y seis cloroplastos en cada célula guarda. Estos resultados difieren
considerablemente con los reportes citologicos de las especies cultivadas en Brasil, Australia y
Hawaii, poniendo en manifiesto que se esta propagando una especie diferente de gulupa en
Colombia. Por otra parte los analisis moleculares mediante marcadores RAM mostraron
patrones electroforéticos que distinguieron los tratamientos irradiados frente a los controles.
Los marcadores RAM fueron altamente reproducibles para los seis “primers” utilizados,
observando que el primer CCA fue el que mejor esclarecio la variabilidad inducida mostrando
el mas alto nivel de polimorfismo con relacion a los otros. Sin embargo la naturaleza azarosa
de la radiacion hace que el resultado no sea el mismo para otro estudio.
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Abstract

Passiflora edulis Sims var. edulis- gulupa is an exotic passion fruit, which it is considered a
promissory crop in the national and international markets for its organoleptic characteristics of
taste and aroma, putting in second place of the passiflora species exported in the country.
Actually this crop has been affected by pests and disease incidence causing significant yield
loss and limiting its exports. In this research the genetic variability generated by gamma rays
using ®Co on in vitro plants of gulupa was evaluated through phenotypic, cytogenetic and
molecular characters; in where gulupa plants from researched in vitro material of the tissue
culture laboratory — Department of Biology was used with the purpose to start a plant breeding
program with the mutation induction alternative. Six doses of gamma irradiation (10, 20, 30, 40
50 y 60 Gy) were used with main goal to establish the radiosensitivity curve in this fruit from
nodal segment as explants. The evaluation of mutation efficiency is determinate by the median
lethal dose (LDsy), it was found in the 50 Gy dose. A good proliferation of buds in the 10, 20 y
30 Gy doses was observed, which they had homogenous growth and also presented the
higher survival values. Of the phenotypic characters evaluated, the multiplication coefficient and
the vigour in plants produced significant differences in comparison with the control in all
treatments, although the answer of CM was similar in all mutagenic treatments after six weeks
of evaluation. On the other hand a rosette form was observed as a kind of growth different of
control, which it was common in the 50 and 60 Gy doses. In general we assumed that these
phenotypic characters evaluated on in vitro condition didn’t allow the selection of plant material
with ideal agro-economic characteristics. The cytogenetic analysis of irradiated and non
irradiated plants detected the genetic variability, showing aneuploidies of 26, 27, 28, 29 y 30
chromosomes and some fragilities in all mutagenic treatments. Also the damage of chloroplast
DNA was observed through the count of chloroplast in each guard cell; the results showing
numerical and morphologic differences above of 50%, and several chloroplasts among
between 4-7 in all doses evaluated. In both studies the damage observed wasn't correlated
with a specific treatment. Of the same way the cytogenetic characterization of in vitro gulupa
(control) showed 28 chromosomes and six chloroplast in each guard cell. These results are
considerably different with the reports of species cultivated in Brazil, Australia and Hawaii,
putting evidence that a different gulupa species is propagated in Colombia. On the other hand
the molecular analysis through RAM markers showed electroforectic patters that distinguished
the irradiated treatments with relation to control. The RAM markers were highly reproducible for
six primers used, showing that the primer CCA was the best primer to clarify the induced
variation from other ones. Although the random nature of radiation makes that result won’t be
the same for others studies

key words. Passiflora edullis, gamma rays °°Co, nadal segments, genetic, variability
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Introduccién

En la introduccion, el autor presenta y sefala la importancia, el origen (los antecedentes
tedricos y practicos), los objetivos, los alcances, las limitaciones, la metodologia
empleada, el significado que el estudio tiene en el avance del campo respectivo y su
aplicacion en el area investigada. No debe confundirse con el resumen y se recomienda
que la introduccion tenga una extension de minimo 2 paginas y maximo de 4 paginas.

La presente plantilla maneja la fuente Arial para el texto de los parrafos y para los titulos
y subtitulos. Sin embargo, es posible sugerir otras fuentes tales como Garomond, Calibri,
Cambria o Times New Roman, que por claridad y forma, son adecuadas para la edicion
de textos académicos.

Esta seccion se encabeza con la palabra introduccion, escrita con minuscula (en la
primera linea), con un espaciado anterior de 100 puntos y posterior de 24 puntos,
interlineado sencillo y en letra negrilla de 20 puntos (en este caso se usa Arial).

La presente plantilla tiene en cuenta aspectos importantes de la Norma Técnica
Colombiana - NTC 1486, con el fin que sea usada para la presentacion final de las tesis
de maestria y doctorado y especializaciones y especialidades en el area de la salud,
desarrolladas en la Universidad Nacional de Colombia.

Las margenes deben ser de 2,54 centimetros (1 pulgada) en la parte superior, inferior y
exterior y de 3,6 centimetros en la margen interna (a partir de margenes simétricos). La
plantilla esta disefiada para imprimir por lado y lado en hojas tamafio carta. Se sugiere
que los encabezados cambien segun la seccion del documento (para lo cual esta plantilla
esta construida por secciones). El numero de pagina se ubica en la parte superior
derecha en las paginas impares y en la superior izquierda en las paginas pares (en letra
Arial de 11 puntos, de acuerdo al formato presentado en esta plantilla). El titulo de cada
capitulo debe estar numerado y comenzar en una hoja independiente (pagina impar) y
con el mismo formato del titulo Introduccion (escrita con minascula, en la primera linea,
con un espaciado anterior de 100 puntos y posterior de 24 puntos e interlineado sencillo y
en letra de 20 puntos y negrilla; en este caso se usa Arial). El texto debe llegar hasta la
margen inferior establecida. Se debe evitar titulos o subtitulos solos al final de la pagina o
renglones sueltos.

Si se requiere ampliar la informacion sobre normas adicionales para la escritura se puede
consultar la norma NTC 1486 en la Base de datos del ICONTEC (Normas Técnicas
Colombianas) disponible en el portal del SINAB de la Universidad Nacional de Colombia



2 Introduccion

www.sinab.unal.edu.co, en la seccion “Recursos bibliograficos” opcion “Bases de datos”.
Este portal también brinda la posibilidad de acceder a un instructivo para la utilizacion de
Microsoft Word y Acrobat Professional, el cual esta disponible en la seccién “Servicios”,
opcién “Tramites” y enlace “Entrega de tesis”

La tesis o trabajo de investigacion se debe escribir con interlineado sencillo y después de
punto aparte a dos interlineas sencillas (dos veces la tecla Enter). La redaccién debe ser
impersonal y genérica. La numeracion de las hojas sugiere que las paginas preliminares
se realicen en numeros romanos en mayuscula y las demas en numeros arabigos, en
forma consecutiva a partir de la introduccion que comenzara con el numero 1. La cubierta
y la portada no se numeran pero si se cuentan como paginas.

El tamafio de letra sugerido y teniendo en cuenta la familia fuente Arial de 11 puntos para
el texto de estilo “Parrafo”, Arial para los titulos, de 20 puntos (estilo “Titulo Primer nivel”)
y de 16 y 14 para los subtitulos (estilos “Titulo segundo nivel” y “Titulo tercer nivel”,
respectivamente).

Para trabajos muy extensos se recomienda publicar mas de un volumen. Se debe tener
en cuenta que algunas facultades tienen reglamentada la extensiéon maxima de las tesis
o trabajos de investigacién; en caso que no sea asi, se sugiere que el documento no
supere 120 paginas.

No se debe utilizar numeracion compuesta como 13A, 14B 6 17 bis, entre otros, que
indican superposicion de texto en el documento. Para resaltar, puede usarse letra cursiva
o negrilla. Los términos de otras lenguas que aparezcan dentro del texto se escriben en
cursiva.



1.Marco teoérico

1.1. Passiflora edulis Sims var. edulis- Gulupa

Las especies del género Passiflora se consideran originarias de la region amazonica,
aunque crece de forma silvestre en un area comprende desde el sur de Colombia hasta
el norte de la Republica Argentina y Uruguay; en Paraguay las variedades cultivadas
estan adaptadas a regimenes mas o menos tropicales. A lo largo del siglo XIX las
variedades de utilidad gastronémica considerandose el cultivo de gulupa fueron
introducidas con éxito en Hawaii, Australia y otras islas del Pacifico sur. Las condiciones
climaticas favorables hicieron que las plantas se adaptaran rapidamente; si bien en
Hawaii la explotacion comercial no tuvo verdadero impulso hasta mediados del siglo XX,
la planta de gulupa era frecuente en estado silvestre desde hacia décadas. El éxito
comercial de la produccion de esta pasiflora, asi como el valor ornamental de las flores,
incité a Kenia y Uganda a intentar su cultivo en los afios 1950; aproximadamente al
mismo tiempo se introdujo la plantacion comercial a Sudafrica. No es seguro si fueron
estas variedades o las cultivadas en Australia las que se introdujeron en la India a través
de Sri Lanka, donde hoy se cultiva de manera predominantemente doméstica. Ademas
su cultivo se ha extendido a numerosas islas del Caribe, al archipiélago Malayo y la
Polinesia (Nakasone y Paull, 1998).

Dentro de la clasificacion taxondmica de esta fruta se denomina en: Division:
Angiospermas, Clase: Dicotiledéneas, Orden: Parietales y en la familia correspondiente
Passifloraceae (Jiménez, 2006). Esta passiflora denominado gulupa o pasién purpura
(Coppens d’Eeckenbrugge, 2007) tiene otras denominaciones con la que se conoce a
nivel nacional e internacional, entre ellas como maracuya morado, curuba redonda,
maracuya de clima frio, o “purple passion fruit” (Angulo, 2009).

Esta pasionaria es una planta trepadora; 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 tamafo, perennes,
lisas y trilobuladas, de color verde oscuro. La flor se presenta individualmente; puede
alcanzar los cinco centimetros de diametro en las variedades silvestres, y hasta el doble
en las seleccionadas por su valor ornamental. Es normalmente blanca, con tintes
rosaceos o rojizos, en P. edulis; otras especies presentan tonalidades del rojo intenso
hasta el azul palido (Garcia, 2002).
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La apariencia de la flor, similar a una corona de espinas, indujo a los colonizadores
espafioles a denominarla flor de la pasién; su estructura pentarradial recibié una
interpretacion teoldgica, con los cinco pétalos y cinco sépalos simbolizando a los diez
apostoles (doce, menos Judas Iscariote y Pedro), mientras que los cinco estambres
representarian los cinco estigmas (Rolston, 1978).

La floracion comienza a los seis meses después de efectuada la plantacion y la
produccion a partir del octavo o décimo mes después del trasplante. Después de la
fecundacioén, el fruto necesita 85 a 90 dias para madurar. De acuerdo a las condiciones
ecologicas de la region se puede obtener fruta todo el afio pero con dos épocas
marcadas de produccion. Como la mayoria de frutas, para consumo en fresco se
cosechan los frutos maduros con la coloracion de la corteza purpura, La recolecciéon debe
ser constante y realizada manualmente. Se estima que en una plantacion bien conducida
se puede obtener un rendimiento por hectarea de 7 toneladas en el primer afio y de 20
toneladas en los siguientes afios (Angulo, 2009).

Los sistemas de propagacion vegetativa que se realizan en esta especie son similares a
los que se manejan en todas las de su género (Pasifloras) como la propagacién por
estacas, injertos, acodos etc., pero comunmente por via sexual (Angulo, 2009).

La multiplicacién por semilla puede ser poco conveniente cuando la descendencia
obtenida es heterogénea (Fischer, 2009). Algunas semillas pueden resultar no viables
debido a su capacidad germinativa lo que hace que este método no se ha suficiente para
el establecimiento o renovacion de cultivo (Jimenez, 2007). Por otro lado este proceso
requiere de largo tiempo y no garantiza una propagacion exitosa. De acuerdo a los
estudios que se han realizado hasta el momento en la multiplicacion por esta via necesita
de un proceso de fermentacién inicial por 48 horas para acelerar la germinacion.
Posteriormente se lavan con agua tibia y se retira el mucilago, esta especie requiere un
manejo cuidadoso y debe hacerse muy bien, debido a que el arilo es dificil de desprender
de la semilla, luego estas se colocan sobre papel periddico a la sombra durante dos o
tres dias para que se puedan secar (Angulo, 2009).

En Colombia el area de cultivo de gulupa registrada se encuentra distribuida en los
municipios de Cundinamarca, Tolima, Boyaca y Quindio, siendo la zona de Sumapaz la
que tiene mayor participacion en la produccion (Camelo, 2010). La planta produce
anualmente 100 kg de fruta en promedio y dependiendo de la calidad del fruto, entre el
70% y 90% de dicha produccion es destinada a la exportacién, razén por la cual la fruta
es poco conocida a nivel nacional (Angulo, 2009).
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1.2. Importancia del cultivo de gulupa

La gulupa ha venido posicionandose dentro de los frutales mas importantes para el pais,
contando con un amplio mercado para exportacion y a una alta demanda, de consumo
Ja cual es debida a su sabor unico, dulce y ligeramente acido, con un aroma muy
agradable como todas las frutas de pasion (Isaac, 2009). Esta pasionaria tiene varios
usos, en la cual puede ser usada como tranquilizante debido al contenido de varios
alcaloides como el hermano y el harmol causando su efecto como sedante natural,
bajando la presion arterial. De igual manera ayuda a proveer vitaminas esenciales que el
cuerpo requiere como la vitamina A, B12 y C. Esta fruta es fuente de calcio, fibra, fésforo,
hierro, proteinas, magnesio, potasio y también contiene muchos carbohidratos (Pinzon,
2007).

En Colombia las Pasifloras se han venido consolidando dentro de las frutas de mayor
exportacion después del banano, mango y uchuva (MADR, 2006). De acuerdo con la
FAO, las Pasifloraceas, a pesar de estar ubicadas dentro de los cultivos tropicales
producidos en los mas pequefios volumenes, durante los ultimos afios han presentado
una gran expansién en el mercado (FAO, 2005), en donde este incremento se basa
principalmente en la comercializaciéon del jugo, demandado por sus cualidades
organolépticas, nutricionales y medicinales, ademas de su valor comercial, el fruto se
puede utilizar en la elaboracién de pulpas, dulces, néctares, jaleas y mermeladas entre
otros (Angulo, 2009).

Actualmente no existen estadisticas especificas para la gulupa a nivel nacional en cuanto
a produccion y area sembrada, debido a que este frutal es considerado como una
variedad dentro del maracuya y por lo tanto la informacién no aparece separada. Sin
embargo se conoce que actualmente su principal pais importador es Estados Unidos
siendo una fruta con mucho potencial en el mercado interno y de exportacion (CCl,
2008). Por otro lado las exportaciones de gulupa fresca también se expanden a paises
africanos, cuando estos tienen déficit de produccién (Nakasome y Paull, 1993). Y aunque
la explotacién comercial de esta fruta a nivel nacional se desarrollé6 hasta mediados del
siglo XX, debido a que la planta frecuentemente se presentaba en estado silvestre
durante décadas (Ocampo et al., 2007; Jiménez, 2006), los volumenes exportados se
han incrementado de 573 toneladas en el afno 2001 a cerca de 3000 toneladas en el
2007; de estas un 67%

correspondio a la gulupa, que se exportd a paises europeos como Francia, Holanda,
Suecia, Alemania y Francia (Jiménez et al. 2009; Isaacs, 2009). La produccién total de
gulupa en Colombia en el afio 2007 fue de 3814 toneladas producidas en 908 hectareas
productivas, (4.4 Ton/Ha; 1289 hectareas sembradas (Isaacs, 2009).



6 Induccién de mutaciones mediante radiaciones gamma de
(Passiflor edulis Sim var. edulis)

5.2.1 Enfermedades que afecta el cultivo de gulupa

En los cultivos comerciales como el caso de la gulupa, el control de enfermedades es
costoso y dispendioso en donde el agricultor requiere establecer programas de
prevencion y manejo que le permitan tener plantaciones sanas y rentables.

Enfermedades causadas por hongos

Miranda y Fischer (2009) reportan la incidencia de enfermedades fungicos que afectan el
cultivo de la gulupa como:

- Verrugosis o rofia. El agente causal es Cladosporium herbarum, siendo la
enfermedad fungosa mas importante en la produccion de la fruta en Colombia. El
fruto afectado por este disturbio, presenta inicialmente lesiones circulares pequefas
y de color café, a medida que la enfermedad avanza, aparecen como verrugas de
tamano variable que se distribuyen por todo el fruto en cualquier estado de
madurez. Su presencia se ve favorecida por alta humedad relativa dentro del cultivo.

Quiroga et al., (2010) también reportan esta enfermedad en cultivos de gulupa en la
region de Sumapaz (Cundinamarca) en donde obtuvieron microorganismos asociados a
la sintomatologia de la rofia en diferentes épocas climaticas; mediante aislamientos
selectivos y pruebas de patogenicidad demostraron la responsabilidad patogénica de
este hongo para el desarrollo de la enfermedad.

- Chancro del fruto o Antracnosis. Cuyo agente causal es Colletotrichum
gloeosporioides, es otra de las enfermedades causadas por hongos. En algunos
frutos que ha iniciado la madurez se observan pequefias manchas de color café
claro, las cuales se desarrollan lentamente, forman chancros, reblandecen el tejido y
en estados avanzados, deterioran completamente el endocarpio. Este problema no
solo afecta la calidad del fruto, sino que también invade el endocarpio y lo fermenta
ocasionando su pérdida total.

- Marchitez por Fusarium. Esta enfermedad es causada por el hongo Fusarium
oxysporum, es un patégeno sistémico caracterizandose por marchitez generalizada

con lesiones en las raices primarias y secundarias.

Enfermedades causadas por bacterias

Dentro de las enfermedades de origen bacteriano reportadas en el cultivo de gulupa se
encuentra la bacteriosis “mancha de aceite”.
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- La mancha aceitosa. Se asocia con lesiones producidas por Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae, agente causal de la enfermedad en pasifloraceas en
Brasil y en Colombia (Botero, 1998) afectando hojas, tallos y frutos en este ultimo
aparecen lesiones muy pequefias (menores de 1mm), que se extienden y se unen a
otras hasta formar una mancha de color castafio-rojizo con bordes de apariencia
aceitosa, que pueden deteriorar el epicarpio totalmente (Monteiro de Campos, 2001;
Viana et al., 2003).

La sintomatologia observada en campo es bastante diversa. Benitez y Hoyos (2009)
caracterizaron el agente etiologico de la enfermedad mediante pruebas bioquimicas
reportando los diferentes tipos de sintomas que se presentan en los cultivos de gulupa a
nivel nacional, en donde la lesién mas comun fue la que se presenta en manchas foliares
o0 manchas necréticas con exudado aceitoso de bordes indefinidos. Sin embargo
estudios recientes con técnicas moleculares especificas para Xanthomonas axonopodis
realizadas por las mismas autoras reportan que ningun aislamiento colombiano presento
reaccion positiva con el agente causal, por lo cual no se puede concluir que esta forma
especial sea la que ataca el cultivo en el pais, en donde se hace necesario mas estudios
para conocer la identidad del posible agente etioldégico que afecta las zonas productoras
de gulupa (Benitez y Hoyos, 2010).

Enfermedades causadas por virus

Enfermedades virales como arrugamiento foliar por Passion fruit Crinckle Virus (PCV)
monteados causados por Passion Fruit Mottle Virus (PFMoV) y mosaicos causados por
Cucumber Mosaic Virus (CMV) han sido reportadas en cultivos de de passiflora a nivel
nacional (Hoyos, 2010).

Camelo y Oliveros (2010) mostraron la evidencia de sintomas asociados a infeccion viral
en cultivos de gulupa en la region de Sumapaz (Cundinamarca) , las cuales se
caracterizaron como manchas verdes en frutos inmaduros, manchas anulares en frutos
maduros, deformaciéon en las puntas terminales de ramas , y mosaicos foliares. La
presencia de CMV y Soybean Mosaic Virus (SMV) fue detectada mediante los analisis
moleculares utilizando la técnica RT-PCR y mediante el andlisis serolégico de ELISA,
ademas se detectd el Cowpea Aphidborne Mosaic Virus (CABMV) en esta ultima
técnica, para el total de las muestras analizadas.

Por otro lado estudios recientes también han reportado la infeccidon por Soybean mosaic
virus (SMV) y Cucumber mosaic virus (CMV) en la region de Sumapaz en donde se
observan lesiones como:
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- Soybean mosaic virus (SMV) se caracterizan por producir acortamiento de
entrenudos, mosaicos, defoliacion y manchas anilladas en los frutos (Benscher et
al., 1996).

- Cucumber mosaic virus (CMV). Es el miembro tipo del género Cucumovirus. Se
encuentra distribuido en todo el mundo y tiene el rango mas amplio de hospederos
de todos los virus que infectan plantas, causando graves pérdidas econdémicas en
cultivos de hortalizas, frutas y ornamentales. El virus es transmitido naturalmente
por varias especies de afidos en una manera no persistente, y también se transmite
mecanicamente a plantulas a pequefias porciones de las ramas, las hojas
infectadas presentan puntos o manchas anulares de color amarillo brillante, la
intensidad de los sintomas disminuye hacia la punta de la rama, algunas hojas a
medida que crecen pueden volver a ser asintomaticas.

5.3 Mejoramiento genético de plantas

En los programas de mejoramiento de especies de interés agricola es necesario contar
con una amplia base genética que garantice suficiente variabilidad para tener
probabilidades de seleccionar los genotipos. Esencialmente este programa consiste en
tres fases: generacion de la variabilidad genética, seleccion de genotipos, y evaluacion
de los genotipos seleccionados con caracteres agrondmicos ideales (Figura 1) (Nova y
Brunner, 1992).

Adicionalmente, se requiere un sistema que involucre herramientas complementarias al
sistema de mejora convencional, buscando el aprovechamiento adecuado de la
variabilidad genética que se cuenta. En este grupo de herramientas se encuentran el
cultivo de tejidos in vitro, la induccion de mutaciones y la transformacién genética (Novak
y Brunner, 1992)
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[ Cultivo detejidos ] [ Induccion de mutaciones ]

[ Cruzamientos manuales ]

[ Ingenieria Genética ]

VARIACION
GENETICA

[ Calidad del producto

EVALUACION SELECCION

Caracteristicas
fenotipicas

)

[ Tolerancia a factores ]
abidticos

Resistencia a plagasy
enfermedades

Figura 1. Esquema representativo del mejoramiento vegetal reportado por Novak y
Brunner (1992) y modificado por Perea (2008).

Adicionalmente, se requiere un sistema que involucre herramientas complementarias al
sistema de mejora convencional, buscando el aprovechamiento adecuado de la
variabilidad genética que se cuenta.

En este grupo de herramientas se encuentran el cultivo de tejidos in vitro, la induccién de
mutaciones y la transformacion genética (Novak y Brunner, 1992)

La tecnologia de Organismos Genéticamente Modificados (OGM) ha sido muy criticada
en Europa, y se diferencia de la mutacion inducida ya que no introduce material
genéticamente modificado ajeno a la planta. Lo Unico que hace esta herramienta es
reorganizar su identidad genética para mejorar, por ejemplo su rendimiento, su sabor, su
tamano o su resistencia a plagas y patdogenos. Ademas esta técnica no deja radiacion
residual en la planta (Novak y Brunner, 1992).
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La principal ventaja de la mutagénesis, con respecto a otras técnicas productoras de
variabilidad genética, es que a partir de una misma poblacién irradiada se pueden
obtener genotipos con alteraciones en genes muy diversos debido a su accion aleatoria
en el genoma (Novak y Brunner, 1992).

Actualmente se dispone de escasa informacién referente al mejoramiento de la gulupa,
por tanto se hace necesario establecer un programa que permita acelerar las variaciones
utilizando una de las alternativas como los son las mutaciones inducidas.

5.3.1 Induccién de mutaciones

Las mutaciones inducidas en especies vegetales son procedimientos utilizados desde
hace mas de ochenta afos, que emplea la radiacion para reorganizar la composicion
genética sin modificar el genoma de las plantas que permitan aumentar y mejorar su
rendimiento (Novak y Brunner, 1992).

El cultivo in vitro de tejidos vegetales puede ayudar a mejorar en forma efectiva la
induccion de mutaciones en varios aspectos. Ofrece la posibilidad de elegir el material
vegetal para el tratamiento (yemas axilares, érganos, tejidos y células), lo que es mas
adecuado comparado con un tratamiento in vivo, ya que se disminuye el riesgo de
obtener quimeras y hay una alta posibilidad de que las células mutadas expresen la
mutacion en el fenotipo. El cultivo in vitro de tejidos también permite el manejo de
grandes poblaciones y la seleccion y clonacion de las variantes seleccionadas. Ademas,
ofrece la posibilidad de realizar en forma rapida los ciclos de propagacién con el
propésito de separar los sectores mutados de los no mutados del tejido tratado, y permite
un control de las condiciones fitosanitarias durante todo el proceso (Predieri y
Zimmerman, 2001; Ahloowalia, 1998).

La Agencia Internacional de Energia Atémica (IAEA) ha recogido en un banco de datos,
junto con la organizacion de Naciones Unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO),
informaciones sobre mas de 3.000 mutaciones en diferentes especies, por ejemplo en
Kenia, a través de esta técnica se ha desarrollado una variante de trigo resistente a la
sequia y en Vietnam, los expertos han conseguido modificar de esta manera varias
especies de arroz para su adaptacion a altas tasas de salinidad en el delta del Mekong
(Novak y Brunner, 1992).

Asi como también se han reportado cambios por efecto de mutaciones en caracteres,
como contenido de aceite en girasol y soya; composicién de acidos grasos del aceite de
lino, soya y canola o colza (Robbelen, 1990).
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Muchos cultivares mutantes de plantas propagadas por semilla, son de alto rendimiento.
En China, cultivares exitosos basados en mutantes se siembran en millones de
hectareas(FAO/IAEA 1991). En Checoslovaquia, casi toda la cebada maltera es
producida sobre la base de cultivares obtenidos por mutaciones. (FAO/IAEA 1991). En el
Peru se ha reportado la obtencién de mutantes de cebada precoces, con altura reducida,
mayor numero de granos y granos desnudos (Chavez, 1991), y la liberacién de una
variedad mutante: UNA La Molina 95 (Romero y Gémez 1996).

En manzanos Golden Delicious, yemas irradiadas con 40 y 50 Gy generaron genotipos
potencialmente utiles, relacionadas al vigor de los brotes, tipo de crecimiento, tamafio y
calidad del fruto. El clon Golden Haidegg fue seleccionado por una mejor capacidad de
almacenamiento en frio y fruto sin russet, con valores mas altos de aroma, azucar y
acidez (Brunner y Keppl, 1991).

En seis variedades de peral, irradiadas con 3,5 Gy de rayos gamma (y), se observaron
variantes con mayor porcentaje de russet, menor tamafo y cambio de la forma en
algunos frutos y un retraso en la floracion (Predieri y Zimmerman, 2001).

En paltos sometidos a 25 Gy de radiacion y, se encontré algunas selecciones que
presentaron una reduccion del crecimiento, aumento en la densidad de floracion y en el
numero promedio de frutos (Rubi et al., 1995).

En ciruelo D’Agen (D'Ente), se irradiaron brotes con radiacion y in vivo en dosis que
variaron entre 4 y 80 Gy. Los brotes irradiados fueron injertados sobre un clon de ciruelo
Marianna GF 8- 1. Con respecto al crecimiento se observaron mutantes con muy poco
vigor. Para el aspecto y tamafio del arbol se observaron mutantes tipo spur, mutantes de
floracion y maduracion anticipada, retrasada y mayor contenido de azucares. (Renaud et
al., 1978).

En banano la evaluacion temprana de materiales irradiados in vitro mostraron
somaclones resistentes a la enfermedad Sigatoka negra (Mycosphaerella fijiensis)
cuando estos fueron inoculados en campo con el patégeno (Garcia et al.,2003).
Conociendo que estas mutaciones no pueden ser dirigidas a un gen especifico,
solamente se limita al genoma pre- existente, es decir que los genes que no existen no
pueden ser mutados ni eliminados. Los mutagenos afectan la estructura molecular del
ADN, pero muchos de estos cambios inducidos, pueden ser reparados antes de que se
manifiesten como mutaciones (Novak, 1991).

Entre los mutdgenos que se utilizan para esta técnica de generacion de variabilidad
podemos encontrar agentes fisico 0 quimico capaz de alterar o cambiar la informacion
genética de un organismo y ello incrementa la frecuencia de mutaciones por encima del
nivel natural (Konzak et al., 1965).

Mutagenos quimicos
Se conocen varios productos quimicos que son mutagénicos, clasificandose segun su
modo de accion en (Novak y Brunner, 1992):
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- Analogos de bases: Debido a su similitud estructural los analogos de bases como
el 5-Bromouracilo o la 2-Aminopurina se incorporan en el ADN que se replica en
lugar de las bases correspondientes timina y adenina. Cuando uno de estos
analogos de bases se incorpora en el ADN, la replicacion puede ocurrir
normalmente aunque ocasionalmente, ocurren errores de lectura que resultan en la
incorporacion de bases erroneas en la copia de ADN.

- Agentes que reaccionan con el ADN: Existen una serie de agentes quimicos que
reaccionan directamente sobre el ADN que no se esta replicando ocasionando
cambios quimicos en las bases, lo que provoca un apareamiento incorrecto.

- Acido nitroso (HNO;). Deamina la adenina a hipoxantina y la citosina a uracilo.
Debido a las distintas propiedades de apareamiento de los productos de
deaminacion, se producen transiciones.

- Hidroxilamina (NH,OH). Reacciona con la citosina donde el grupo amino es
reemplazado por un grupo hidroxilamino. Este derivado de la citosina se aparea con
adenina produciéndose transiciones GC ----> AT.

- Agentes alquilantes. Otro grupo de productos quimicos que afectan al ADN que
no se replica son los agentes alquilantes, que incluyen el etil metano sulfonato
(EMS), metil metano sulfonato (MMS), dietil sulfato (DES), diepoxi butano (DEB), N-
metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG), N-metil-N-nitroso urea y gas mostaza.

- Agentes intercalantes: Un grupo interesante de sustancias, acridinas y bromuro
de etidio, son moléculas planas que se insertan entre dos pares de bases del ADN,
separandolas entre si. Durante la replicacion, esta conformacion anormal puede
conducir a microinserciones o microdelecciones en el ADN.

Mutagenos fisicos

- Rayos X.

- Radiacion Gamma: Cesio137 y Cobalto60 las principales fuentes de rayos gamma
utilizados en trabajos de radiobiologia. ElI Cesio137 es usado en muchas
instalaciones teniendo en cuenta que tiene una vida media mas larga que el Cobalto
60.

- Radiacion Ultravioleta: Tiene limitada habilidad de penetracién en los tejidos por lo
que su uso en experimentos bioldgicos esta restringido al tratamiento de esporas o
granos de polen.
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- Radiacion Beta: Las particulas Beta (electrones) como de 32P y 35S producen un
efecto similar a aquellos rayos X o Gamma, pero con mas baja habilidad de
penetracion.

- Neutrones: Tienen un amplio rango de energia y son obtenidos de la fision
nuclear en un reactor nuclear con 235 U. Los neutrones han mostrado ser muy
efectivos en la induccion de mutaciones en plantas.

En experimentos con radiaciones es esencial determinar la dosis letal media (DLsp),
evaluar una serie de dosis de radiaciones y comparar la supervivencia de los explantes
cultivados con el control no irradiado. Los mutagenos deben ser usados a dosis de DLsp.
La misma genera un amplio espectro de mutaciones inducidas y permite un tamafio
razonable de la poblacion para recuperar mutantes utiles (Donini y Sonnio, 1998).

Dosis de irradiacion. La estimacion de la dosis mas apropiada a aplicar, medida en Gy
(Gray), equivalente a 1 J Kg —1, o bien a 100 rad. Es un procedimiento basado en la
radiosensibilidad del tejido, la cual es estimada a través de la respuesta fisiologica del
material irradiado. Se debe determinar la dosis que causa un 50% de reduccién del
crecimiento vegetativo del material tratado (DLsg) cuando es comparado al testigo en el
primer ciclo vegetativo después del tratamiento (Predieri y Zimmerman, 2001).

La radiosensibilidad varia con la especie y la variedad, con la condicion fisiologica de la
planta y dérganos y con la manipulacién del material irradiado antes y después del
tratamiento mutagénico (Briggs y Constantin, 1977). Correlaciones entre el estado
fisiologico de las plantas y su radiosensibilidad son, a menudo, determinadas por el
contenido de agua del tejido (Predieri y Zimmerman, 2001).

Las variaciones en unidades de dosis por tiempo frecuentemente tienen un efecto
biolégico en los resultados obtenidos. Los cambios genéticos causados por diferentes
tasas de dosis muestran una relacion lineal dependiente. Muchas aberraciones
cromosomicas son inducidas por dos o mas eventos ionizantes. Por estas razones la
tasa de dosis deberia ser cuidadosamente escogida y manejada (Novak y Brunner,
1992).

Dentro de las aberraciones encontradas durante la metafase, debida principalmente a la
gran condensacion de los cromosomas lo cual permite observarlos al microscopio éptico.
De esta manera, pueden también observarse los efectos de las lesiones descritas
anteriormente. Las modificaciones conformacionales resultantes de lesiones
incorrectamente reparadas o incluso sin reparar se denominan aberraciones (Cardone
etal.,2010).
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El analisis de las aberraciones cromosomicas inducidas tras la exposicion a altas dosis
de radiaciones ionizantes permite estimar el grado de exposicién. Este método de
analisis se denomina dosimetria biolégica y su utilidad es complementaria a la dosimetria
fisica, ya que por si sola posee la limitacion que da la inespecificidad de las lesiones
producidas por la radiacion Lavia (2008).

Las principales aberraciones son las siguientes:

- Ruptura de un brazo en un cromosoma: Puede dar lugar a la formacién de fragmentos
dicéntricos (con dos centromeros) o fragmentos acéntrico (sin centromero)

- Ruptura simple de un brazo en dos cromosomas: Al igual que la anterior puede dar
lugar a fragmentos dicéntricos y acéntricos, pero ademas pueden aparecer
translocaciones, es decir, uniones de fragmentos correspondientes a distintos
cromosomas.

- Ruptura doble de un brazo en un cromosoma: Puede producir una delecion o pérdida
de un fragmento de un cromosoma, o una inversion, que supone un cambio de posicion
de regiones del cromosoma.

- Ruptura doble de dos brazos de un cromosoma: Puede ocasionar inversiones,
fragmentos aceéntricos y anillos, que son estructuras en las que los dos brazos del
cromosoma se fusionan dando una conformacién cerrada

La frecuencia relativa de aparicion de aberraciones varia con la dosis total, y la tasa de
dosis. Las roturas simples se producen sobre todo con radiaciones bajas y aumentan con
la dosis. Las roturas dobles predominan con las radiaciones altas

El conocimiento actual del genoma y los resultados experimentales disponibles hasta el
momento son insuficientes para establecer con precisidon cudl seria la frecuencia media
de mutacién inducida por una determinada dosis de radiacion. Si ademas se deseara
caracterizar estas mutaciones habria que incorporar otros factores muy importantes,
entre ellos la capacidad de reparacion del ADN.

Efectos sobre el ADN, mecanismos de reparacidn y mutagénesis (Lodish etal.,
2004). La accion directa de las radiaciones ionizantes sobre la materia viva comprende
las ionizaciones y excitaciones que las particulas ionizantes provocan directamente sobre
los blancos, o estructuras vitales de la célula. Una macromolécula ionizada modificara su
actividad quimica, perdiendo o alterando su funcionalidad especifica.

Cuando sea excitada podra volver a su estado original emitiendo fotones o rompiendo
enlaces covalentes, lo cual puede suponer un dafo bioldgico. Légicamente, la gravedad
del dafo producido dependera de la relevancia biolégica de la célula afectada. En este
sentido, el blanco mas importante de la célula es el ADN, molécula que contiene la
informacion bioldgica esencial para el correcto funcionamiento de la célula.

Ademas de la molécula de ADN, otros componentes celulares pueden ser dafnados con
importantes consecuencias para la célula. Las ionizaciones pueden producir cambios en
los lipidos de la membrana celular, alterando su permeabilidad. Asimismo, la radiacion
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puede desregular la actividad enzimatica y desnaturalizar proteinas por cambio en su
estructura.

Los danos en la molécula de ADN pueden, si no son reparados, dar lugar a efectos
celulares como aberraciones cromosomicas, necrosis, o apoptosis. Esto es debido a que
la incorporacién en la molécula de ADN de una base incorrecta o alterada, asi como la
presencia de una lesidon que distorsione la doble hélice o impida el perfecto apareamiento
de las bases, obstaculiza la replicacion y sintesis de proteinas. Sin embargo, frente a la
relativamente elevada probabilidad de sufrir modificaciones en el genoma, se encuentra
la necesidad de mantener la integridad genética, tanto estructural como informativa, para
garantizar la vida y la continuacién de la especie.

En general, la reparacion se basa en el intercambio de secuencias de ADN con otras
zonas del genoma, mas o menos alejadas del punto lesionado, que guardan cierta
homologia con éste. Es decir, la reparacién de dos cadenas se realiza por procesos de
recombinacion genética, que a su vez pueden ser mas O menos precisos . Los
mecanismos principales que se conocen son los siguientes:

- Recombinacion homologa. Formando estructuras de triple hélice se produce un
trasvase de la secuencia correcta a la hebra que contiene la lesion, que ahora dispone de
un molde adecuado para ser copiada y completar la otra cadena por polimerizacion. Este
sistema es utilizado en levaduras, pero no parece serlo en humanos.

- Recombinacion ilegitima o no homodloga: Es el mas empleado en los mamiferos para
reparar las roturas dobles. Mediante este mecanismo se pueden unir covalentemente dos
extremos de ADN que presenten una complementariedad de unos pocos pares de bases
mediante procesos que implican la degradacion nucleolitica de los extremos rotos, el
alineamiento de los dos extremos que contengan unos pocos pares de bases de
homologia y su ligamiento.

- Recombinacion. Este mecanismo de recombinacién crea enlaces fosfodiester entre
extremos rotos del ADN generando nuevas uniones entre dos fragmentos
independientes. Recientemente se sabe también que este mecanismo puede ser
aprovechado para reparar roturas dobles producidas por factores ajenos a la
funcionalidad normal de la célula, por ejemplo por la radiacion ionizante.

Dentro de la fase de evaluacion de la variabilidad producida en programas de
mejoramiento vegetal se encuentran las evaluaciones a nivel citogenético y molecular. A
nivel citogenético se pueden observar dafios como se habian mencionado en las
aberraciones cromosémicas, sin embargo los cromosomas pueden sufrir alteraciones
numéricas y/o estructurales . ElI proceso de inestabilidad gendémica conduce
habitualmente a una situacion de aneuploidia, en la cual las células presentan un nimero
mayor o menor del complemento normal de la especie. Las situaciones de inestabilidad
gendémica (asi como la aneuploidia) son muy frecuentes en células que han sido
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expuestas a radiaciones fisicas como los son las radiaciones gamma (Storchova vy
Pellman 2004).

Por medio de los analisis citogenéticos se pueden detectar las alteraciones numéricas
del cariotipo observando los cromosomas en su estado de condensacion o metafases en
el que los cambios producidos pueden ser fundamentalmente de dos tipos:

- Euploides: el nimero de cromosomas se mantiene equilibrado. Estructuralmente
podrian traducir translaciones de porciones de alelos que no modifican el numero de
cromosomas
- Aneuploides: existen ganancia o pérdidas de cromosomas, como por ejemplo en
las disyunciones en las que se produce un fallo en la separacion de los
cromosomas.

5.3.2 Citogenética

El numero de cromosomas y el nivel de ploidia son datos utiles en el estudio de una
especie y en la caracterizacion del germoplasma. Nos pueden mostrar las relaciones
existentes entre especies dentro de un género o familia y clarificar el origen de los
hibridos naturales y variedades cultivadas. Ademas, gran parte de las caracteristicas
reproductoras y evolutivas de las especies se explican por el conocimiento de sus rasgos
citolégicos. Una propiedad importante de los cromosomas es el hecho de que casi
siempre el numero de cromosomas en las células es constante, a nivel de individuo y
entre todos los individuos de la misma especie. Esta propiedad es sumamente util en
estudios filogenéticos y en la solucidon de problemas sistematicos-citotaxonomia (De la
Sota, 1982)

En los estudios citogenéticos es frecuente el empleo de apices radiculares y botones
florales inmaduros para la obtencién de células con una actividad celular permanente en
las cuales se pueda evaluar los procesos mitoticos y meidticos respectivamente.

Ciclo celular e indice mitético. El ciclo celular es un mecanismo de reproduccion de las
células eucariotas, siendo el evento principal la duplicaciéon del numero de cromosomas
para poder dividir la informacion entre las células hijas. Este proceso comprende dos
etapas, la interfase y mitosis, la interfase es frecuentemente prolongada, mientras que la
mitosis 0 meiosis ocupan alrededor de 1/7 a 1/10 parte de todo el ciclo celular (Talledo et
al.,1993).

El ciclo es regulado genéticamente, cada fase depende de la trascripcion al RNA y de
sintesis de proteinas especificas las cuales determinan el inicio del ciclo o el paso a la
siguiente etapa (G4, S, G, 0 M)

En las plantas la actividad mitética varia con el ritmo circadiano y existen ciertas horas
del dia en las cuales aumenta significativamente la tasa de division celular en los
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meristemos. Este periodo es reconocido como hora mitética y forma parte de las
variables que deben ser establecidas al iniciar un estudio citogenético.

Para establecer este periodo, se deben realizar y observar una serie de laminas
preparadas a diferentes horas del dia; lo que permite determinar la mejor hora para la
fijacion en funcion del numero de células en divisién encontradas. De acuerdo con Fukui
y Nakayama (1996) alrededor de las 9 am se obtiene una alta actividad mitética para una
gran variedad de especies. Si las preparaciones de las laminas para observar
cromosomas son realizadas fuera de este periodo, se obtiene un gran numero de células
en interfase e indices mitéticos muy bajos.

Para verificar la hora mitética es necesario estimar el indice Mitético (IM) para cada hora
del dia en la especie de interés. El IM es el cociente de la sumatoria del numero de
células en las diferentes fases de la mitosis sobre el nUmero total de células observadas
al microscopio bajo un campo 40X.

Es importante considerar que la actividad mitética y la division celular también se ven
afectadas por factores ambientales, como la temperatura, la radiacion, la humedad, la
oferta nutricional edafica y cualquier tipo de estrés que experimente la planta antes de la
colecta (Garcia, 1977).

Obtencién de apices radicales. En vegetales, los meristemos axiales y apicales
mantienen tasas de division celular permanente y por ende resultan apropiados para
estudios citogenéticos. Estos tejidos estan constituidos por células que se encuentran en
continua division celular, por lo tanto presentan una mayor probabilidad de encontrar
células en metafase en comparacion con otros tejidos somaticos. Los meristemos
apicales de raiz se han presentado siempre como el tejido 6ptimo para el desarrollo de
estudios citogenéticos (Bueno, 2001), por lo que para desarrollar este tipo de estudios es
necesaria la induccion de raices a partir de semillas, bulbos, esquejes o tubérculos.

Técnicas citogenéticas. La obtencion de buenos resultados depende del uso y
combinacién adecuada de varios métodos encaminados a la inhibicion del huso
acromatico, digestion de la pared celular y tincién cromosoémica.

Las diferentes técnicas que se emplean para la obtencion e identificacion de los
cromosomas involucran métodos como: Pretratamiento, fijacidn, hidrdlisis, coloracion y
montaje en lamina, después de estos procedimientos se pueden identificar y estudiar los
cromosomas. A continuacion se presenta una corta resefia de las metodologias
empleadas y su importancia en la citogenética vegetal.
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Pretratamiento

El pretratamiento es un paso esencial para el estudio de cromosomas metafasicos en
células somaticas, se realiza con agentes inhibidores mitéticos con el fin de acumular el
mayor numero de metafases en el meristemo con el bloqueo de la formacién del huso
mitotico impidiendo el paso hacia la anafase.

Sharma y Sharma (1980) sefialan que los pretratamientos inhiben la formacién del huso y
adicionalmente inducen el acortamiento y facilitan la observacion de su morfologia,
ademas ayudan en el ablandamiento del tejido para que se dé una rapida penetracion del
fijador y asi facilita la extraccién de sustancias no deseadas del citoplasma de la célula,
con lo cual se permite la distension de los cromosomas.

Dentro de los pretratamientos mas conocidos esta la colchicina, el para-diclorobenceno
(PDB), la 8-hidroxiquinolina y el a-bromonaftaleno. Una etapa importante es el
establecimiento de la concentracién de estos y tiempo de exposicion adecuados.

La Colchicina es un alcaloide extraido de las semillas o de las raices del Colchicum
autumnale; es una sustancia soluble en agua y por consiguiente facil de utilizar
(Poehlman, 1965), la colchicina participa en la aglutinacién quimica con algunos
receptores extracelulares, debe ser aplicada a bajas concentraciones (0,001 a 1%)
durante 1-2 horas para producir cambios en el estado coloidal del citoplasma y causar
desarreglos en el huso mitético, su funcion es bloquear la adicion de las subunidades de
tubulina a los extremos de los microtubulos existentes, originando la depolimeracion de
los mismos y consecuentemente la no formacion del huso acromatico (Darnell, 1986).
Cualquier exceso en la concentracion y tiempo de tratamiento ocasiona Ia
supercondensacion de los cromosomas y puede inducir a la poliploidia (Sharma y
Sharma, 1980).

La 8-hidroxiquinolina, es una sustancia altamente liposoluble, que causa detencion
mitdtica en metafase al ser desactivada la formacion del huso, ocasiona la contracciéon de
los brazos de los cromosomas permitiendo visualizar mejor su morfologia. Las
constricciones primaria y secundaria se hacen mas notorias por lo que la estructura
centromérica puede analizarse facilmente. Este tratamiento es adecuado para especies
vegetales con cromosomas largos. (Talledo et al., 1993).

El a-bromonaftaleno y el p-diclorobenceno son compuestos poco solubles en agua, por lo
cual se utilizan en soluciones saturadas por periodos de 2 a 8 horas a temperatura
ambiente. Estos actuan al igual que la colchicina, inhibiendo la formacion del huso
acromatico, siendo muy efectivos sobre cromosomas pequefios (Garcia, 1977). El p-
diclorobenceno ha sido empleado eficazmente en estudios citogenéticos realizados en
Solanaceas, (Capsicum sp.), obteniendo metafases de buena calidad adecuadas para
estudios de coloraciones diferenciales (Roe, 1967 y Moscone et al., 1993).
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Fijaciéon

La fijacion permite interrumpir rapidamente los procesos vitales del tejido conservando
sin variacion la estructura fina de sus células haciéndolas susceptibles de ser coloreadas.
Para obtener una buena fijacion del nucleo y de los cromosomas, asi como para
mantener la integridad estructural del citoplasma y de las células, en general, se emplean
fijadores deshidratantes; los mas usados son soluciones de alcohol etilico con acido
aceético, propionico o lactico. Estas soluciones se emplean a bajas temperaturas (4°C)
para obtener una deshidratacién homogénea de las células sin alterar su morfologia
basica (Fukui & Nakayama, 1996).

Dentro de los fijadores mas usados se encuentra el Carnoy, compuesto por etanol o
metanol (95-100%) y acido acético glacial en proporciones 3:1 (Bueno 2001, Fukui &
Nakayama, 1996).

Hidrolisis

La hidrdlisis consiste en la maceracion de la muestra con el fin de debilitar las uniones
intercelulares y eliminar la pared celular, lo que facilita la separacion de las células
durante el squash o aplastamiento para obtener placas citolégicas con una buena
dispersion y visualizacion de los cromosomas.

Para este procedimiento se pueden emplear soluciones enzimaticas o acidas; en las
enzimaticas se utilizan cocteles (mezclas) de pectinasa, celulasa y/o macerozima, las
cuales actuan especificamente sobre las pectinas, la celulosa y hemicelulosa
respectivamente. Estas enzimas se aplican bajo diferentes concentraciones, regimenes
de temperatura y tiempos de exposicion, dependiendo de la constitucion de la pared
celular, cuya estructura varia de una especie a otra, en las especies semilefiosas y
lefiosas la hidrélisis debe ser mas severa por la presencia de lignina en la pared celular,
mientras que en las especies herbaceas la hidrolisis debe ser mas suave porque
presentan paredes menos resistentes (Moscone, 1990).

Las enzimas empleadas son producto del metabolismo de agentes fitopatdégenos, la
celulasa y la pectinasa son obtenidas de Aspergillus niger y es posible encontrar
resistencia en los tejidos vegetales para alguno de estos agentes, por lo cual si se
emplean en cocteles, modificando su tiempo de exposicidon, concentracion y tipo de
enzima se hace mas efectivo el tratamiento.

La hidrdlisis acida, generalmente es empleada cuando el tejido vegetal a tratar es muy
duro, esta se efectla con acido clorhidrico. La concentracion del acido, la temperatura y
el tiempo de hidrdlisis, varia segun la especie y se determina experimentalmente (Talledo
et al., 1993).
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Tincién

La estructura y el numero de los cromosomas se pueden establecer empleando una
adecuada coloracion, utilizando agentes colorantes especificos para el nucleo. Esta se
fundamenta en las diferencias quimicas de los componentes de la célula, los cuales
muestran afinidad heterogénea para los colorantes, es decir, estructuras acidas se tifen
con colorantes basicos y viceversa (Singh, 1993).

Entre los colorantes basicos empleados para colorear el nucleo se encuentran el
acetocarmin (Belling, 1926) y la fucsina; el primero consiste de una soluciéon de rojo
carmin (1g) en acido acético glacial (45 ml) y agua destilada (55ml), este colorante se
asocia a la estructura de ADN vy la tifie de rojo; es muy efectivo en la tinciéon de
cromosomas somaticos (Singh, 1993). La fucsina basica (1g), se mezcla con
metabisulfito de potasio (3g) y se solubilizan en acido clorhidrico 1N (30ml) y agua
destilada (200ml), para posteriormente ser filtrado repetidas veces con carbon activado
hasta que la solucion quede cristalina, esta solucion se conoce como el reactivo de Schiff
(Singh, 1993).

La coloraciéon con el reactivo de Schiff se basa en una reaccion especifica entre la
fuscina y el grupo aldehido del ADN, una vez que los cromosomas han sido tefidos, se
lava el tejido y se hacen los montajes en acido acético; a este procedimiento se le conoce
como tincién Feulgen (Caetano et al., 2000).

“Squash” o Aplastamiento

La preparacion de una buena muestra para estudios citogenéticos, depende
significativamente de la obtencién de laminas en la que el tejido esté extendido en una
sola capa celular sobre el portaobjetos, para esto, la muestra previamente coloreada es
colocada sobre el portaobjetos y se cubre con una laminilla, presionando al maximo, para
distribuir las células sobre el portaobjetos hasta conseguir la dispersiéon de los
cromosomas (Sharma y Sharma, 1980).

5.3.3 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son fragmentos de DNA que permiten identificar diferencias
entre organismos individuales o especies (Collard et al., 2005). Generalmente los
marcadores son fragmentos de DNA que actian como sefiales o limites de regiones
génicas que pueden estar cerca o dentro de los genes y ocupan posiciones especificas
en el genoma (Paterson, 1996).

De manera general los marcadores moleculares se dividen en tres clases con base en su
método de deteccién: a) basados en hibridizacién, b) basados en la reaccidon en cadena
de la polimerasa PCR (Polymerase Chain Reaction) y c) basados en la secuenciacion del
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DNA (Joshi et al., 1999). La utilidad de los marcadores dependera de su capacidad para
revelar diferencias entre los individuos de la misma o de diferentes especies, por esta
razon entre mas polimérficos, mayor sera la utilidad que tendran en los diferentes
estudios.

La eleccién de la técnica y del marcador molecular a emplear en un estudio determinado
dependera basicamente de la pregunta de investigacion que se pretende resolver y de la
resolucion genética requerida (Mueller y Wolfenbarger, 1999).

Marcadores moleculares tipo RAM. Zietkiewicz et al., (1994) propusieron un método
para medir la diversidad genética de las plantas y animales usando cebadores basados
en microsatélites. Esta técnica combina los beneficios de los microsatélites y los RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNA). Hantula et al. (1996) Seleccionaron cuatro
primers (GT, ACA, CCA, CGA) con una longitud de 18 bases que incluyen un extremo 5°
“‘degenerado” de tres nucledtidos, el cual sirve de anclaje para asegurar la union del
primer al inicio del microsatélite. Ellos denominaron a esta técnica RAM (Random
Amplified Microsatellites).

Los RAM se basan en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), el método es
altamente reproducible y permite la deteccion de polimorfismo en el ADN intra e
interespecifico. Los fragmentos de ADN amplificados en la reaccion estan compuestos de
dos microsatélites suficientemente cercanos para amplificar por PCR el area entre ellos
(Zietkiewicz et al., 1994; Hantula et al., 1996). En la Figura 1 muestra la estructura de los
RAM, en donde para un primer se amplifican dos secuencias microsatélites como se
observa en la cadena B en los extremos 5" AC y 3'GT.

La base genética de estos marcadores es la misma de los RAPD, es decir, utiliza solo un
cebador (primer) de secuencia arbitraria, por lo cual la secuencia blanco también es
desconocida; difiere de los RAPD porque en los RAM se utiliza un cebador de menor
tamano. Al igual que los RAPD, los RAM detectan un solo alelo por locus. El poder de
resolucion de los marcadores genéticos esta determinado por el nivel de polimorfismo
que pueden detectar. Esto se ve afectado principalmente por la frecuencia de mutacion
en los sitios del genoma involucrados. Como el rango evolutivo entre los microsatélites es
considerablemente mas alto que en la mayoria de los otros tipos de ADN, hay una mayor
probabilidad de hallar polimorfismo mediante los RAM que por otras técnicas incluyendo
los RAPD. La fuente de variabilidad en los fragmentos obtenidos por la técnica RAM no
es aun conocida, sin embargo existen tres posibilidades (Hantula et al., 1996):

- Las mutaciones en el sitio de unién podrian evitar la amplificacion de un
fragmento en los marcadores RAPD. Esto es menos probable con los microsatélites
porque la variabilidad en estos elementos resulta principalmente de diferencias en el
numero de repeticiones.
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- El resultado de una insercion o delecion dentro del fragmento amplificado podria
originar amplio polimorfismo o ausencia de productos, dependiendo de la habilidad de
amplificacion.

- Lavariabilidad en el numero de repeticiones del microsatelite determina el tamano
del polimorfismo.

Por otro lado la pureza y calidad de ADN no es factor determinante de la técnica RAM al
igual que no es dependiente de la cantidad de ADN. Las técnicas basadas en
marcadores de microsatelites se diferencian de otras técnicas por la baja cantidad de
ADN requerida para la reaccion (10 - 100 ng), ademas de la ventaja en la reduccion de
costos por la aplicaciéon de protocolos convencionales de extraccién de DNA y evitan la
utilizacion de kits comerciales.

Dentro de las aplicaciones de la técnica con los marcadores RAM se estudian
poblaciones, se mide diversidad genética en plantas y animales , se muestra la base de
la variacion de los individuos, se permite seleccionar regiones del ADN, se permite
analizar la informacidén que se expresa y la que no se expresa ya que el niumero de
polimorfismos detectables es tedricamente ilimitado (Hantula, et al.,1996), Ademas la
técnica no requiere estimacion exacta de la cantidad del ADN antes de la reaccion, la
cual es util cuando se analizan grandes tamafos de muestra, la metodologia se ajusta
para pequefios laboratorios en términos de equipos y facilidades de costo, no requiere
conocimiento previo de secuencias ni uso de isétopos radiactivos (Hantula et al., 1996).

A 3 AGTTGTGTGTGTGTGTG —— CACACACACACAC AACT ¥
B 5" TCAACACACACACACAC — GTGTGTGTGTGTGTTGA 3
A 3 AGTTGTGTGTGTGTGTG CACACACACACACAACT &
C 5" TCAACACACAC . GTGTGTGTGTGTGTTGA ¥

CACACACACACACAACTS'D
B 5 TCAACACACACACACAC GTGTGTGTGTGTGTTGA 3°

A y B: Cadenas modelo Cy D: Primer RAM

Gréfica 1. Esquema de la técnica RAM (Mufioz et al., 2008)



6 Objetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar la variabilidad producida por las radiaciones gamma Co®® a partir de segmentos
nodales in vitro de gulupa (Passiflora edulis Sims)

2.2 Objetivos especificos

- Establecer la curva de radiosensitividad para su utilizacion en programas de
mejoramiento genético del cultivo de la gulupa.

- Caracterizar las alteraciones cromosdmicas encontradas en el cariotipo de gulupa a
partir de las plantulas irradiadas en relacion con el control.

- Obtener patrones electroforéticos mediante marcadores RAM de plantulas control e
irradiadas con rayos gamma Co®.






7 Materiales y Métodos

7.1 Materiales

Material vegetal. Como material vegetal se utilizaron las plantulas de gulupa in vitro
obtenidas en las investigaciones realizadas en el laboratorio de cultivo de tejidos de la
Facultad de Ciencias - Departamento de Biologia, en donde se establecio el proceso de
propagacion clonal in vitro de esta especie (Manjarres y Perea, 2010). Los explantes
comprendieron plantulas con uno y dos segmentos nodales utilizados por su capacidad
de regeneracion in vitro.

La propagacion in vitro de los segmentos nodales de gulupa se llevd a cabo en el medio
de multiplicacion descrito por Manjarres y Perea (2010). Los medios de cultivo se
ajustaron a pH de 5.7-5.8 y se esterilizaron a 121°C con 15 Ib. de presién durante 20
minutos.

7.2 Métodos

El proyecto de investigacion de induccion de mutaciones mediante radiaciones gamma
en gulupa se llevo a cabo de acuerdo a las siguientes etapas (Grafica 2.)

Los explantes de gulupa fueron sometidos a seis dosis de radiaciones gamma: 10, 20,
30, 40, 50 y 60 Gy con una potencia de 1.98/segundo. Después del proceso de
irradiacion, los explantes fueron cambiados de medio para evitar los posibles efectos de
la irradiacion sobre este (desnaturalizacion de los componentes). Para establecer la
curva de radiosensitividad, se evalu6 el efecto de los rayos gamma como agentes
mutagénicos mediante la estimacién del nivel de sobrevivencia y la descripcién fenotipica
de la poblacion a los 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias después de la induccién (Etapa 2), en
donde se evaluaron 120 explantes por tratamiento mutagénico y un control.
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Para el enraizamiento de las plantulas regeneradas irradiadas y no irradiadas (control),
se utilizaron diferentes concentraciones de las hormonas acido inddl acético (AlA) (0,1, 2
mg /L) y acido naftaleno acético (ANA) (0,1 mg / L) de cada una y en combinacién. Una
vez enraizadas las plantulas completas en la etapa 3, se procedié a caracterizarlas a
nivel citogenético y molecular con el fin de evaluar la variabilidad producida por la
induccion de las radiaciones gamma Co®.

Para los respectivos andlisis citogenéticos y moleculares se tomaron al azar tres
plantulas de cada uno de los tratamientos mutagénicos incluyendo los testigos
(tratamiento sin irradiar).

1. Multiplicacién de segmentos nodales de gulupa

|

2. Induccién de mutaciones
mediante radiaciones gamma

]

Curva de 3. Regeneracion de plantas E(\alﬁcl;f[?cifan
Radiosensitividad P
Caracterizacion | 8 RESH TADOS ,| Caracterizacion
Citogenética Molecular

4. Adaptacion de plantulas

Grafica 2. Etapas del proceso de induccion de mutaciones mediante radiaciones
gamma en gulupa (Passiflora edulis Sims).



4. Resultados

La evaluacion de la variabilidad producida mediante el empleo de radiaciones gamma
Co® en segmentos nodales in vitro de gulupa (Passiflora edulis Sims) con relacién a sus
caracteristicas fenotipicas, citogenéticas y moleculares se explican en tres (3) articulos
cientificos, detallando en cada uno de ellos la metodologia y los resultados obtenidos, los
cuales corresponden a los objetivos propuestos de la presente investigacion:

Articulo 1: ESTABLECIMIENTO DE LA CURVA DE RADIOSENSITIVIDAD DEL
CULTIVO IN VITRO DE GULUPA (Passiflora edulis Sims) A TRAVES DE
IRRADIACIONES GAMMA Co®°

Articulo 2: CARACTERIZACION CITOGENETICA DEL CULTIVO IN VITRO DE
GULUPA (Passiflora edulis Sims)

Articulo 3: ANALISIS MOLECULAR MEDIANTE MARCADORES RAM EN PLANTULAS
DE GULUPA IRRADIADAS CON RAYOS GAMMA Co® (Passiflora edulis Sims)
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RESUMEN

Con el proposito de estudiar la variabilidad producida por las radiaciones gamma y
establecer la curva de radiosensitividad para su utilizacion en programas de
mejoramiento genético del cultivo de la gulupa, se irradiaron segmentos nodales
procedentes de plantas in vitro con seis dosis de radiaciones gamma (10-60Gy)
empleando una fuente panoramica de Co®. El dafio observado en los explantes post
irradiacion con relaciéon al necrosamiento permitieron seleccionar los materiales
adecuados para continuar el proceso de propagacion clonal. De acuerdo con los datos se
encontré un aumento considerable de la mortalidad a medida que aumentaban las dosis
de radiaciones, encontrando el valor de la DLsy en la dosis de 50 Gy. Los resultados
concluyen que las dosis con comportamiento de crecimiento estable son las de 10, 20 y
30 Gy, estas a su vez mantienen los indices mas altos de supervivencia. Variaciones
fenotipicas frente al control no fueron tan relevantes en condiciones in vitro, sin embargo
se observé un cambio en el habito de crecimiento (forma roseta) el cual fue mas
frecuente en las dosis de 50 y 60 Gy. Por otro lado los resultados del coeficiente de
multiplicacion (CM) y vigor de las plantulas irradiadas mostraron diferencias significativas
en relacién con el control, pero se observo una similitud de los valores CM en todos los
tratamientos irradiados en la sexta semana de evaluacion. El enraizamiento de las
plantulas irradiadas y no irradiadas se logré después de una semana de crecimiento en
medio basico M&S suplementado con Tiamina 3 mg/L, acido indolacetico (AIA) 2 mg/L y
acido naftaleno acético (ANA) 1 mg/L. Posteriormente las plantulas enraizadas fueron
adaptadas con turba en recipientes plasticos, manteniendo un buen control de humedad
antes de pasarlas a condiciones de invernadero.

Palabras claves: Passiflora edulis Sims, segmentos nodales, radiaciones gamma Co®,
necrosamiento.

ABSTRACT

With the objective to study the variability generated by gamma irradiation and develop the
radiosensitivity curve for using in plant breeding programs in gulupa crops, nodal
segments were irradiated from in vitro plants with six doses of gamma radiation (10-60
Gy) using a panoramic irradiator of ®®Co . According to the data a high mortality was
found in the order to the doses were higher, the values of DLso were founded between 40
to 50 Gy. The results indicated that the doses with stable behavior are 10, 20 y 30 Gy,
also they maintained the higher plant survival rate. The characters evaluated in the
present research in function of necrosis allowed to choose ideal materials to continue the
massive propagation. Phenotypic variation weren’t clear on in vitro condition compared
with the control explants, although different kind of growing were observed, in where the



30 Induccién de mutaciones mediante radiaciones gamma de
(Passiflor edulis Sim var. edulis)

most representative was rosette form in the doses of 50 and 60 Gy. Rooting of irradiated
and non irradiated plants was possible after one week later in growing basic medium M&S
with Thiamine 3 mg/L, indol acetic acid (IAA) 2 mg/L and naphthalene acetic acid (ANA) 1
mg/L. Then rooted plants were adaptated with turbe in plastic receipts maintained a good
humidity level before transferring in greenhouse.

Key words: Passiflora edulis Sims, nodal segments, %Co gamma radiations, necrosis.

INTRODUCCION

La gulupa (Passiflora edulis Sims) es una fruta tropical originaria del sur de Brasil
perteneciente al grupo de las frutas de la pasiéon. La demanda de esta se ha ido
incrementando en el mercado nacional con altos niveles de exportacion; sin embargo los
materiales cultivados actualmente en Colombia estan siendo seriamente afectados por
problemas fitosanitarios limitando su rendimiento productivo (Ocampo, 2007; Camelo,
2010).

Por otro lado los avances técnicos en Colombia en la produccion de gulupa, en la
seleccion de plantas de buen porte, con buena productividad, excelente calidad de la
fruta para exportacion y resistente a plagas y enfermedades son incipientes, debido a
que ha sido poco estudiado, ademas de considerar una amplia diversidad intraespecifica
(Fonseca, 2010), siendo practicamente silvestres los materiales cultivados (Ocampo,
2007).

Induccién de mutaciones es una de las alternativas en los métodos de mejoramiento de
plantas (Novak y Brunner 1992), las cuales en combinacién con técnicas biotecnoldgicas
como técnicas de propagacion in vitro ofrecen mejores resultados (Predieri y
Zimmerman, 2001; Ahloowalia, 1998). Sin embargo el primer paso en tratamientos
mutagénicos debera ser la estimacion de la dosis de aplicacion mas apropiada,
conociendo de antemano que los genotipos difieren en radiosensitividad aun para
cultivares de la misma especie. En experimentos con radiaciones es esencial determinar
la dosis letal media (DLsy), mediante la evaluacion de varias dosis de radiacion para
comparar la supervivencia y capacidad regenerativa de los explantes cultivados con
relacién al control (Predieri, 2001).

Los estudios en gulupa orientados al mejoramiento vegetal estan teniendo actualmente
alta relevancia, y van desde la propagacién convencional (Ocampo et al., 2007); mejores
métodos de propagacion in vitro (Majarres y Perea, 2010); hasta técnicas de obtencion
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de haploides e induccion de tetraploides (Rego, 2011). Sin embargo, aun no se conoce
un reporte utilizando radiaciones gamma como alternativa para este frutal. Torne et al.,
1975 evaluan el efecto de las radiaciones ionizantes en la germinacion de semillas del
género Passiflora, encontrando una DLs, de 14.5 Kr en Passiflora edulis f. flavicarpa,
resaltando que las dosis bajas de radiaciones gamma (1-2.5 Kr) aceleraron el proceso de
germinacion. Senanayake y Perera, (1977) reportan el mismo efecto de germinacién en
dosis bajas y encuentran la DLso por encima de 22.5 Kr afectando la sobrevivencia de los
explantes regenerados.

Estas mutaciones causadas por las radiaciones gamma ocurren al azar en el genoma de
la planta, aunque algunas de ellas puede dar lugar a la aparicion de caracteristicas
interesantes que no pueden encontrase en la naturaleza o que se han perdido durante la
evolucion (Novak y Brunner, 1992). La necesidad de establecer un programa de
mejoramiento genético en esta especie, utilizando la alternativa de induccién de
mutaciones mediante radiaciones gamma podria generar genotipos con mayor
variabilidad con el propédsito de ofrecer al agricultor material seleccionado con
caracteristicas promisorias.

El presente trabajo se propuso como objetivo estudiar diferentes dosis de radiacion
gamma Co®® a partir de segmentos nodales in vitro de gulupa con el fin de establecer la
curva de radiosensitividad para su utilizacion en programas de mejoramiento genético.

METODOLOGIA

La investigacion se realizé6 en el laboratorio de cultivo de tejidos de la Facultad de
Ciencias Departamento de Biologia, en donde se establecié el proceso de propagacion
clonal in vitro de esta especie siguiendo los protocolos previamente establecidos por
Manjarres y Perea (2010). Las radiaciones gamma fueron realizadas en el Instituto
Colombiano de Geologia y Mineria INGEOMINAS) utilizando la fuente Cobalto (Co®)

Inicialmente se irradiaron explantes que tenian un solo segmento nodal con cinco dosis
de irradiaciones gamma 10, 15, 20, 25 y 30 Gy, este ensayo preliminar se realizé con el
fin de observar la viabilidad y efecto directo de la radiacion.

Posteriormente se realizaron dos repeticiones con seis dosis de irradiaciones gamma: 10,
20, 30, 40, 50 y 60 Gy en explantes con dos segmentos nodales con el fin de mejorar la
tasa de radiacién. Después del proceso de irradiacién, los explantes fueron transferidos
al medio de multiplicacién para evitar la desnaturalizacion de sus componentes producida
por el efecto de las radiaciones. La estimacion de la dosis letal media (DLso) y la
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descripcioén fenotipica de la poblacién se evalué a los 7, 14, 21, 28, 35 y 42 dias después
de la induccion, en donde fueron evaluados 120 explantes por tratamiento mutagénico
ademas del control.

Para el enraizamiento de los brotes irradiados y no irradiados regenerados, se probaron
varios medios cambiando las concentraciones hormonales del acido indol acético (AlA) y
acido naftaleno acético (ANA) (Tabla 1). Una vez enraizadas las plantulas completas
estas fueron colocadas en recipientes plasticos transparentes (20 x 6 cm) utilizando turba
como sustrato con el fin de mantener buena humeda durante la etapa de adaptacion
antes de ser trasplantadas a invernadero.

Tabla 1. Medios de cultivo utilizados para el enraizamiento de brotes irradiados y su
material vegetal control.

Medios Hormonas
de cultivo AlA ANA
1 0 1mg/L
2 1mg/L 0
3 1mg/L 1mg/L
4 2mg/L 1mg/L

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos estadisticos se sometieron a un analisis de varianza (ANDEVA) y fueron
analizados por la prueba de comparaciones multiples de Tukey, al 0.05 de probabilidad
para establecer el efecto de los tratamientos involucrados en este trabajo de
investigacion, asi como en sus interacciones.

Para ajustar la evaluaciéon de vigor del tallo (Vt) y poderlo clasificar de manera
cuantitativa se propuso la siguiente férmula:

Vt=# tda(1)+ # tdb(0,8)+ # tga(1,20)+ # tgb(0,8)
# Total de explantes/frasco

Segun la siguiente escala arbitraria:

Tallo delgado alto (tda) = 1
Tallo delgado bajo(tdb) = 0,8
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Tallo grueso alto (tga)= 1,20

Tallo grueso bajo (tgb) = 0,8

Asi mismo, los datos fueron tabulados en el paquete de analisis estadistico SAS version
9. La informacion obtenida se representa en graficos y tablas para facilitar su
interpretacion.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En el primer ensayo de dosificacion (0, 10, 15, 20, 25, y 30 Gy) realizado con explantes
que presentaban un solo segmento nodal, no se encontré diferencias entre los
tratamientos, debido en gran parte al medio de cultivo utilizado.

Con el propésito de mejorar el medio de cultivo para evitar la formacién de callo (masa de
células indiferenciadas) y restablecer la proliferacion de yemas, se realizo un disefio en el
cual se utilizaron las fitohormonas relacionadas en la tabla 2. Ademas fue necesario
aumentar la tasa de propagacion sembrando dos segmentos nodales para obtener
suficiente material vegetal para realizar los tratamientos de irradiacion.

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados para la etapa de multiplicacion en el proceso de
induccion de mutaciones.

Medios Hormonas
1 BAP (1mg/L)
2 Kinetina(1mg/L)
3 BAP(1mg/L) + Kinetina(1mg/L)

Los mejores resultados se presentaron en el medio 1, este medio permitid la
diferenciacion de yemas presentando un crecimiento del 68% de callo. Por el contrario,
los medios 2 y 3 el crecimiento de callo fue notorio en 70,3% y 92,5% respectivamente.

La proliferacion de yemas posiblemente se vio afectada por un desbalance hormonal
endbdgeno, el cual pudo ser ocasionado por el incremento de subcultivos sobre la
caulogénesis durante el proceso de micropropagacion. EI material vegetal de partida
presentaba cuatro subcultivos previos cuando se observo la disminucidn del coeficiente
de multiplicacion. Gémez et al., (2007) reportan una menor produccion de brotes desde el
tercer subcultivo acompafiada por una compactacion de masa celular cuando utiliza
segmentos nodales como explante en la propagacion in vitro de Eucaliptus globulus. El
subcultivo a un medio libre de hormonas durante un periodo de tiempo prolongado ayudo
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a recuperar la competencia pérdida o disminuida, permitiendo el aumento en la
produccion de brotes.

Larkin y Scrowcroft (1981) reportaron que los subcultivos frecuentes en especies de
propagacion vegetativa generan variaciones somaticas y en ocasiones formacion de callo
debido al exceso de fitohormonas en el medio de cultivo.

La capacidad caulogénica in vitro depende en gran parte de una relacién 6ptima entre las
concentraciones hormonales exdgenas y enddgenas. Sin embargo la respuesta es
variable dependiendo de la especie y el tipo de explante utilizado (Vieitez, 1985;
Sanchez, 1996; Avilés, 2003).

La organogénesis directa en ausencia de proliferacion de callo fue posible con 1 mg/ L de
la citoquinina bencil amino purina (BAP), esta hormona ha sido reportada por Katharajah
y Dodd (1990), para la propagacion in vitro de Passiflora edulis Sims logrando
coeficientes de multiplicacion de 4,5 brotes por yemas, generado después de cuatro
semanas de crecimiento al utilizar 2 mg /L de BAP. Este coeficiente fue similar al que se
encontrd en nuestra investigacion cuando se trabajo con menor concentracion de BAP
(resultados no publicados).

Asi mismo Ortiz y Suaréz (2008) también reportan la efectividad de la hormona BAP a
concentraciones de 1, 1,5y 2,0 mg /L para la proliferacion de yemas con adicioén de
Kinetina usando las mismas concentraciones. Siendo asi la hormona BAP mas eficiente
para inducir la divisién celular en segmentos nodales de gulupa.

Mortalidad de los explantes

Los experimentos realizados con dosis de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 Gy utilizando
explantes con uno y con dos segmentos nodales fue posible la evaluacion en el medio de
cultivo, sin embargo para este parametro de evaluacion fue necesario seleccionar el
material vegetal expuesto a la irradiacion fisica con rayos gamma cuando se utilizaron
explantes con dos segmentos nodales. Después de una semana de cultivo los explantes
presentaron varios tipos de necrosamiento (Grafica 3). Los tipo 1 y 2 eran parciales
presentando necrosis en la primera o segunda yema del explante, los tipo 3 con
necrosamiento también parcial pero se incluian ambas yemas, también se observd un
tipo de necrosamiento completo en yemas y tallo el cual fue el tipo 4. Estos ultimos dos
explantes (tipos 3 y 4) fueron considerados para calcular la mortalidad total generada por
el efecto de mutacion al final de la evaluacion.
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Gréfica 3. Seleccién del material vegetal después de la induccion de mutacion mediante
rayos gamma Co®.

Durante el proceso de evaluacion la presencia de los tipo 2 fue mas notoria en las
primeras semanas para las tres primeras dosis de irradiacion (10, 20 y 30 Gy), en donde
algunos de estos se convirtieron en tipo 3 durante las siguientes semanas. El
necrosamiento tipo 1 se presenté a lo largo de todas las evaluaciones en todos los
tratamientos de irradiacion. En las dosis 40, 50 y 60 la mortalidad de los explantes fue
expresada después de la segunda y tercera semana post- irradiacién. Es importante
anotar que en estas mismas dosis se observé que durante la primera semana no habia
necrosamiento tipo 3 y 4, sin embargo esta mortalidad fue aumentando a medida que las
evaluaciones transcurrian.

Aunque la seleccion del material vegetal para continuar el proceso de mutagénesis in
vitro no se ha reportado en alguna investigacion con rayos gamma, esta evaluacion nos
permitié obtener material que pudo ser viable para la segunda y tercera generacion (M,V,
y M;V3). Como se observa en la grafica 3, los explantes que presentaron el
necrosamiento 1y 2 fueron rescatados mediante técnicas de corte para retirar el explante
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necrosado y siembra del segmento nodal en su respectivo medio de propagacion durante
tres subcultivos.

Determinacién de la DL 5

El valor de la DLsy fue calculado sobre la base de la reduccion del 50% de la
regeneracion de las plantulas durante el tiempo de evaluacion, el cual fue de seis
semanas. La tabla 3 muestra los porcentajes de mortalidad en cada dosis de radiacion,
situando los valores de DLs en las dosis de 40 y 50 y presentandose el mayor indice de
mortalidad en el tratamiento de 60Gy (Figura 2a).

En la presente investigacion se encontré que la propagacion de las plantas declino a
medida que aumentaban las dosis de radiacion. En la Grafica 4 se observa que a partir
de 40 Gy se produjo una drastica afectacion en el crecimiento de los explantes asi mismo
se produjo el aumento gradual en el porcentaje de mortalidad a medida que las dosis de
radiacién aumentaban hasta 60 Gy. Este comportamiento es explicado a partir de que los
explantes dafio tipo 3 y 4, tienen limitacion en su crecimiento causado por el efecto de
radiacion son fuertemente afectados en su capacidad regenerativa. La curva de ajuste en
base a la ecuacion de regresion mostré una alta correlacién positiva entre la mortalidad
de plantas y las dosis de radiaciones gamma aplicadas, como lo indico el coeficiente de
determinacién R2 = 0.9834. Los explantes no irradiados (control), presentaron un 100%
de regeneracion con plantas de aspecto normal.

Tabla 3. Porcentajes de mortalidad de los explantes sometidos a las diferentes dosis de

radiacién gamma Co®.

Dosis de irradiacion )
% Mortalidad

(Gy)
0 Oa
10 14,16b
20 25,83cd
30 28,33cd
40 49,58e
50 64,16f
60 83,339

Datos con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas al 0.05
de probabilidad.
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En varias investigaciones que utilizan esta alternativa de mejoramiento se hace necesario
calcular la efectividad y la eficiencia de la mutacion con el fin de conocer el éxito de un
mutageno y establecer las mejores dosis para establecer un programa. Segun Girija y D.
Dhanavel (2009), la efectividad de la mutacién esta determinada por las mutaciones
generadas por unidad de dosis y la eficiencia de la misma se asume en relacion a la
letalidad y a los cambios no deseados como son la esterilidad. Sin embargo para esta
investigacion no fue posible calcular la efectividad de los rayos gamma a partir de
segmentos nodales, debido al tiempo de las plantulas y la etapa in vitro en que se realiza
la evaluacioén. La eficiencia se calculo en base a la LDsy y no bajo la observacion de
caracteres no deseados, ya que estos no se expresan en esta etapa de crecimiento, y
deben ser evaluados posteriormente en campo. En comparacién con otros resultados de
mutagenesis in vitro la LDso es reportada entre 40 y 50 Gy cuando son utilizadas brotes
de Pisidium guayaba (Zamir, 2003), semillas en citricos (Noor, 2009) y yemas de
pitanga Eugenia uniflora (Vos, 2009) como explante en diferentes especies frutales.

Curva de radiosensihilidad
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Grafica 4. Curva de radiosensitividad para el cultivo in vitro de gulupa a irradiaciones
gamma Co®.

De igual manera se valoré la estimacidn del nivel de sobrevivencia de los explantes,
determinada por aquellos que no presentaban ningun tipo de necrosamiento. Durante la
evaluacién se observaron algunos explantes sin ninguna lesibn que no llegaron a
proliferar, a estos explantes se les asumié que sus yemas se encontraban latentes
(Grafica 5). Esto puede ser debido a la magnitud en que se presenta la radiacion
ocasionando dafios parciales a nivel interno en el meristema que impiden la capacidad
regenerativa. Por el contrario los explantes sobrevivientes de todos los tratamientos
incluyendo el control fueron multiplicados en condiciones in vitro durante tres subcultivos
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y luego subcultivados en el medio de cultivo M&S (1962) con adicion de auxinas para
inducir el proceso de enraizamiento.

También es importante resaltar que la tasa de crecimiento de los explantes fue
dependiente de los tratamientos de irradiacion y del tiempo de cultivo, en las dosis de 10,
20 y 30 la tasa de crecimiento fue homogénea y esta fue observada desde la segunda
semana de crecimiento, en tanto que en las dosis de 40, 50 y 60 su crecimiento tuvo su
inicio mas tardio a la tercera y cuarta semana después de la induccién, haciéndose mas
notorio en la cuarta semana. En el caso del control la proliferacion de yemas se presenté
a la semana de introduccion del material vegetal con un coeficiente de multiplicacion
mayor al que se observd en todos los tratamientos irradiados. Otahola et al., (2001)
también observo diferencias en el crecimiento de los explantes de las plantulas irradiadas
con relacion a sus controles sin irradiar, reportando un crecimiento lento en los primeros
dias (entre 7 y 14 dias) pero después de la fecha se produce un crecimiento acelerado
en todas las dosis de irradiacion.
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Grafica 5. Multiplicacion clonal in vitro de los explantes recuperados de las irradiaciones
fisicas durante tres subcultivos.

En la tabla 4 se muestra los valores promedio del coeficiente de multiplicacion (CM), los
cuales fueron significativos frente al control; el CM del control fue de 5,5 brotes por
explante en comparacion con valores entre 3,37- 3,42 brotes por explante para los
tratamientos mutagénicos evaluados en la sexta semana de crecimiento. Aunque los
tratamientos de 40, 50 y 60 Gy presentan similitud con los demas tratamientos en su
coeficiente de multiplicacion, estos explantes no presentan la misma capacidad de
regeneracion y su poblacion sobreviviente fue pequena.
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Tabla 4. Promedio del coeficiente de multiplicacién generado en plantulas irradiadas con
rayos gamma Co®’ a la sexta semana de crecimiento.

Dosis de : - o
i L, Promedio Coeficiente de Multiplicacion (CM)
irradiacion (Gy)
0 5.5a
10 3.4bcdefg
20 3.42bcdefg
30 3.38bcdefg
40 3.41bcdefg
50 3.38bcdefg
60 3.37bcdefg

Datos con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas al 0.05
de probabilidad.

A diferencia con los resultados del presente estudio, Mon (2006) no mostré diferencias
significativas del coeficiente de multiplicaciéon en los callos de crisantemo (Dendranthema
grandiflora Tzvelev) con la menor dosis (10Gy) en relacion al control. Considerandose
este parametro de evaluacién dependiente de la sensibilidad del explante que se utiliza.
Existen diferencias en la radiosensitividad de varias partes de la plantas, la reaccion de
un tipo de célula va a depender de las condiciones fisiolégicas, el tiempo de irradiacion,
asi como de las condiciones post irradiacion (Tulmman, 1997).

Descripcion fenotipica

El impacto y nivel de tolerancia del material biolégico a un mutageno son manifestados
en el primer subcultivo (M{V4). Sin embargo algunos de los mutantes morfoldgicos
viables fueron observados a partir de la generacion MV, en diferentes dosis de
irradiaciéon o concentracion de rayos gamma haciéndose mas notorios en las tres
primeras dosis.

Los descriptores fenotipicos en condiciones in vitro no fueron tan visibles para esta
especie vegetal cuando se emplea segmentos nodales como explantes en este proceso
de induccion de mutaciones, sin embargo se evaluaron diferentes habitos de crecimiento
que se presentaron durante la regeneracion de plantas. Entre los que cabe mencionar
son los de forma roseta y forma erecta, siendo este ultimo usual en el tratamiento control.
La presencia de forma roseta fue mas notoria en dosis de 50 y 60 Gy mientras que la
forma erecta se presentd en todos los tratamientos (Figura 2d). Garcia et al., (2000)
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también reporta este habito de crecimiento de forma roseta en el cultivar gran enano, la
cual fue observada en el material de campo formadas a partir de yemas tratadas con
25QGy.

La variacion en la coloracién de las plantulas ha sido reportada en varios estudios de
induccion de mutaciones entre ellos se destacan las investigaciones en el cultivo de
platano (Garcia et al.,, 2000), sin embargo en la presente investigacion esta variable
fenotipica en las plantulas regeneradas no fue tan notoria, reflejando cierta similitud con
los explantes control, siendo el porcentaje de clorosis bajo para todos los tratamientos.

El vigor de las plantulas se evalud de acuerdo al grosor y altura de las mismas. En la
Tabla 5 se muestra los resultados de vigor expresado en porcentaje con relacion a
valores arbitrarios asignados con relacion al control. Se observa que la dosis de 50 Gy
presentd diferencias estadisticamente significativas frente a los otros tratamientos
mutagénicos, con promedio de sus explantes en 0,80. Aunque los explantes con tallo
grueso y con crecimiento adecuado (Figura 2c) estuvieron presentes en todos los
tratamientos excepto en el control, este tipo de vigor no se mantuvo durante la
propagacion del material hasta My V3 Asumiendo que el vigor de las plantulas evaluado
fue bajo debido a la naturaleza heterogénea del material irradiado.

La multiplicacion de las plantulas viables fue menor a medida que aumentaba la dosis de
irradiacion, lo mismo se refleja con el vigor de las plantulas, el cual estuvo determinado
por su capacidad de propagacién en vez de su apariencia fenotipica. Garcia et al., (2000)
reporta esta misma relacion con brotes del cultivar gran enano irradiados con rayos
gamma, en donde la dosis de 40Gy arrojo un alto porcentaje de mortalidad con pobre
vigor encontrando escasos mutantes viables.

Una vez las plantulas regeneradas en la tercera multiplicacion vegetativa M;V;, estas se
procedieron a subcultivarlas en el medio de enraizamiento. En esta etapa las condiciones
hormonales favorables fueron empleando AIA 2mg/L y ANA 1mg/L correspondiente al
medio 4, generando un promedio de 17.3 raices por explante con diametro de 1Tmmy 1.5
cm de longitud en un tiempo de 7 dias (Figura 2e). En comparacién con los otros medios,
la rizogenesis se observo para el medio 4 en dos semanas después del tratamiento de
enraizamiento. Posteriormente las plantulas enraizadas irradiadas y no irradiadas se
trasplantaron a condiciones ex vitro. Para esta etapa los recipientes plasticos cerrados de
20 x 6 cm con sustrato turba que se utilizaron permitieron buenas condiciones de
sostenimiento, aireacion y humedad para el desarrollo y crecimiento de las plantulas
durante dos semanas mas (Figura 2f).
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Tabla 5. Promedio del vigor del tallo generado en plantulas irradiadas con diferentes
dosis de rayos gamma Co®.

Dosis de .
. L Promedio vigor del tallo
irradiacién (Gy)
0 1abceg
10 0,98abceg
20 0,93abcdeg
30 0,91dceg
40 0,92abcdeg
50 0,80f
60 0,96abcdeg

Datos con la misma letra no presentan diferencias estadisticamente significativas al 0.05
de probabilidad.
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Figura 2. Mutaciones in vitro en plantulas de gulupa. A) Segmentos nodales irradiados
con dosis de 60 Gy. B) crecimiento acelerado de callo en explante irradiado. C) plantula
irradiada con dosis de 20Gy, obsérvese el vigor de la plantula con relacién al tallo y
altura. D) Desarrollo de las plantulas irradiadas con las dosis utilizadas, observesé el
crecimiento de forma roseta en las dosis de 40, 50 y 60 Gy. E) plantula de 30Gy
enraizada con el medio 4, obsérvese el grosor y abundancia de las raices. F) etapa de
adaptacion de plantulas en recipientes plasticos cerrados.
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CONCLUSIONES

El medio de propagacion modificado con el empleo de BAP sin kinetina mejord la
reaccion caulogénica evitando el crecimiento excesivo de callo, asi mismo el subcultivo a
un medio libre de hormonas durante un periodo de tiempo prolongado ayudo a recuperar
la competencia pérdida o disminuida, permitiendo el aumento en la produccion de brotes.

La mortalidad de los explantes estuvo determinada sobre la base de la reduccion del
50% de la regeneracion de las plantulas durante el tiempo de evaluacion, encontrandose
la DL 5 en el tratamiento de 50 Gy. De igual manera el nivel de sobrevivencia fue
evaluado en explantes que no presentaron ningun tipo de necrosamiento siendo las dosis
de 10, 20 y 30Gy, las cuales presentaron una tasa de crecimiento homogénea, ademas
de encontrar los mas altos indices de sobrevivencia.

Los resultados con relacion al coeficiente de multiplicacion fueron significativos frente al
control; el CM del control fue de 5,5 brotes por explante en comparacion con valores
entre 3,7- 3,41 brotes/explante para los tratamientos mutagénicos evaluados en la sexta
semana de crecimiento.

Las variables fenotipicas evaluadas en condiciones in vitro no fueron tan evidentes en
Passiflora edulis Sims. De acuerdo al habito de crecimiento la presencia de forma roseta
fue mas notoria en dosis de 50 y 60 Gy mientras que la forma erecta se presentd en
todos los tratamientos. Para el caso del vigor de las plantulas evaluado respecto al tallo y
altura de las mismas, la dosis de 50 Gy presenté diferencias estadisticamente
significativas en relacion a otros tratamientos mutagénicos, con promedio de sus
explantes en 0,80.

Las condiciones hormonales de AIA 2mg/L y ANA 1mg/L en el medio de enraizamiento
fueron favorables para las plantulas irradiadas y no irradiadas generando un promedio de
17.3 raices por explante con diametro de 1mm y 1.5 cm de longitud en un tiempo de 7
dias. Estas plantulas enraizadas se lograron adaptar a condiciones ex vitro en recipientes
plasticos de 20x6 cm con turba como sustrato permitiendo buena humedad y aireacién
para su 6ptimo desarrollo.
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RESUMEN

Apices radicales obtenidos a partir de plantulas in vitro de gulupa (Passiflora edulis Sims)
se emplearon para estandarizar el protocolo de obtencion de cromosomas metafasicos
con las diferentes técnicas convencionales de pretratamiento (inhibicion mitética),
fijacion, hidrélisis, tincion, squash y montaje de las muestras. El indice mitético varié de
acuerdo a las condiciones controladas de temperatura y fotoperiodo en el cuarto de
crecimiento. Entre las 10-11 am y 5-6 pm fueron las horas de corte mas apropiadas bajo
condiciones de 25°C y fotoperiodo de 16 h Luz /8 h de oscuridad para la observacion de
cromosomas metafasicos. La concentracion de 0,002M de 8- hidroxiquinolina por cinco
horas y 0.5% de colchicina (Sigma-Aldrich) por 3 horas disuelta en DMSO al 2%, ambas
a temperatura ambiente arrojaron los mejores resultados en la determinacion de indices
mitéticos. Para la hidrdlisis de la pared celular se empleo la concentracién de HCL 5N a
45°C por 10 minutos sin necesidad de hidrolisis enzimatica permitiendo la mejor
visualizacién de los cromosomas tefidos con el colorante Shiff. El montaje de las laminas
se llevo a cabo con orceina acética y se deshidrataron posteriormente para obtener
laminas permanentes que facilitaran los analisis.

A diferencia de la estabilidad cromosémica de los controles, en los cuales se determiné
un complemento de 2n=28, que difieren en numero de los previamente publicados, por
lo que puede tratarse de otra variedad en Colombia. La cantidad de cromosomas
encontrados en los individuos sometidos a tratamientos mutagénicos varié de 26-30
cromosomas respectivamente y asi mismo se observo variabilidad genética cuando se
evalué la cantidad de cloroplastos en cada célula guarda de los estomas, presentando
alteraciones cuantitativas y cambios de su estructura frente al control, aunque la cantidad
no fue asociada a un tratamiento especifico.

Palabras claves: Passiflora edulis Sims, 8- hidroxiquinolina, Colchicina, tratamientos
mutagénicos, variabilidad genética.

ABSTRACT

Root tips were obtained from in vitro plant of gulupa (Passiflora edulis Sims).They were
used for standardizing the mitotic chromosomes protocol using different conventional
techniques as pretreatment of roots (mitotic inhibition), fixation, softening, staining and
squash the samples on slides. Mitotic index was unstable according to the temperature
and photoperiod conditions in growing room. From 10 to 11 am and from 5 to 6 pm were
the best times for cutting out, while that they were in 25°C and 16h in light /8h in the dark
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of the photoperiod condition to arrest the metaphasic chromosomes. 0,002M of the 8-
hidroxiquinoline for 5 hours and 0.5% of colchicine (Sigma-Aldrich) dissolved in 2% of
DMSO for 3 hours, both used at room temperature, arrested chromosomes at the
metaphase stage giving a high proportion of cells with metaphasic chromosomes. Root
tips were hydrolyzed in 5 N HCL 10 min at 45°C without a soften root technical using
enzymes that facilitates better observation of stained chromosomes with Schiff reagent.
Squash method was carried out with aceto-orcein, and then the slides were dehydrated to
obtain permanent slides making an efficient count of the chromosomes.

Instead of the chromosome stability found out in material no irradiated, in which are
designed 2n =28 chromosomes, the quantity of them observed in all individuals exposed
to mutagenic treatments ranged between 26-30 chromosomes, at the same time that the
genetic variability was observed when the quantity of chloroplasts was evaluated in each
one of guard cells in the stomata, showing alterations in quantity and changes in its
structure compared with the control, although the amount observed wasn't correlated to a
specific treatment.

Key words: Passiflora edulis Sims, 8- hidroxiquinoline, Colchicine, mutagenic treatments,
genetic variability.

INTRODUCCION

La caracterizacién citogenética de una especie vegetal encierra un valor alto, desde el
punto de vista taxonémico, adquiere gran importancia en los programas de mejoramiento
genético, para la verificacién de la estabilidad genética del material procedente de cultivo
de tejidos in vitro o simplemente para la deteccién de la variabilidad cuando es sometida
a agentes fisicos como lo son las radiaciones gamma. Resulta imposible realizar un
analisis citolégico, si previamente no ha sido establecido un procedimiento que permita
distinguir, contar, y caracterizar los cromosomas de la especie (Pojio y Naranjo).

Passiflora edulis Sims, gulupa originaria de Brasil, es una de las especies de la familia
Passifloraceae, frutas de la pasion; actualmente esta fruta tropical posee importancia a
nivel nacional e internacional por sus altos indices de exportacion, atribuida
principalmente por sus caracteristicas organolépticas y ser apetecida entre otras cosas
por su sabor (Jimenez, 2006).

Los primeros trabajos citogenéticos en el género Passiflora (Bowden ,1945; Storey, 1950;
Beal 1971- 1973; Snow y Mac- Dougal, 1993; Melo et al., 2001; Melo y Guerra , 2003;
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Cuco et al., 2005 y Souza, 2008) han estudiado un total de 530 especies que conforman
tan solo el 30 % de los subgéneros reconocidos por Feuillet y MacDougal (2003). En
estos trabajos se proponen x=6, x=9, x=10 y x=12 como los numeros basicos para el
género y se evidencia la presencia de poliploidias. Como mecanismo de diferenciacion
inter e intraespecifica varios trabajos se han realizado para determinar el nUmero de
cromosomas base en este género (Darlington y Wylie, 1956; Melo, 2001; Hansen et al.
2006), los cuales son discutidos por cariotipos simetricos y por indicadores cuantitativos.
Melo y Guerra (2003) con estudios en la variacion del DNAr permitieron observar que en
general las especies con x=9 presentaron mas de dos sitios para el DNAr 5S y 45S, los
cuales fueron revelados por FISH (Fluorescent in situ hybridization) y que aquellas con
x=6 presentaron unicamente dos sitios para el DNAr 5S y dos o cuatro sitios para el
DNAr 458, lo cual estuvo correlacionado con el nivel de ploidia, apoyando la hipétesis del
origen diploide para las x=6 y origen tetraploide para x=9.

Para el caso de la gulupa, en Brasil, Australia y Hawaii se han llevado a cabo trabajos
previos en este campo citoldgico presentando un numero basico x=9, siendo una especie
diploide 2n=18 con cromosomas simétricos y pequeios constituidos por
submetacentricos y metacentricos (Beal, 1971; Mayeda 1997 cit. en: Souza et al., 2008;
Souza 2002; Souza et al., 2008; Snow y Mac Dougal cit. en: Rego, 2011). Sin embargo
no se ha encontrado ningun reporte relacionado con los cultivares o individuos de gulupa
en Colombia.

Los objetivos del presente trabajo fue determinar un método que permita la adecuada
visualizacion y el conteo de los cromosomas de plantulas in vitro de gulupa (Passiflora
edulis Sims) en Colombia, asi como detectar la variabilidad producida en cada
tratamiento mutagénico, mediante radiaciones gamma (10, 20, 30, 40, 50 y 60 Gy).

METODOLOGIA

Material vegetal

El material vegetal que se empleo fueron plantulas in vitro de gulupa irradiadas con
mutagénos fisicos (rayos gamma Co °°) comprendidas entre 10-60 Gy, ademas de las
plantulas sin irradiar utilizadas como control. El tejido meristematico se obtuvo a partir de
los apices radiculares generados después de una semana en medio de enraizamiento.
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indice mitético

Para determinar el indice mitético se realizaron aplastados de meristemos radiculares,
filando las raices en solucién de alcohol etilico-acido acético (3:1) cada hora en forma
progresiva desde las 7am a 7 pm, y se mantuvieron a 4°C. Una vez fijados, los apices de
raices procedentes del control in vitro fueron sometidos a una hidrélisis con acido
clorhidrico 1N por un tiempo de 30 minutos a 60°C, posterior a esto, se tifieron con el
reactivo de Shiff durante 45 min en bafio maria a 37°C, y con una contratinciéon con
orceina acetica por 15 min. A continuacién se realiz6 el squash o aplastamiento,
golpeando la muestra con la goma del lapiz evitando el desplazamiento de la laminilla, lo
que permitié observar el tejido meristematico en una sola capa.

Las muestras procesadas cada hora se observaron al microscopio y se determind el
indice de fases parciales (IF), el cual consistié en contar para cada hora de muestreo, el
numero de células que se encontraban en cada una de las diferentes fases del ciclo
celular (interfase, profase (temprana y tardia), metafase y anafase) de un total de 100
células por montaje, como se sefala en la siguiente ecuacion; estos datos fueron
registrados y expresados en porcentajes.

IF (%) = N° células de cada fase / N° total de células * 100

Luego se determind el indice mitético parcial (IM), que consistié en la sumatoria de los
indices de fases parciales.

IM(%)=IFp+IFm+IFa

Donde p = profase, m = metafase, y a = anafase

Obtencién de cromosomas metafasicos: Se tomaron raices de tres plantulas in vitro
tomadas al azar de cada tratamiento mutagénico y de los controles respectivos, estas
fueron sometidas a distintos pretratamientos, diferentes tiempos y tipos de hidrdlisis
(quimica y enzimatica), asi como también el tratamiento de coloracién y squash, los
cuales comprenden las etapas fundamentales de la citogenética convencional (Tabla 6).
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Tabla 6. Etapas y reactivos de citogenética utilizados para la obtencion de cromosomas
mitéticos en plantulas de gulupa.

Etapas Conc. Tiempo Referencia
0.25 % 2h ]
Inhibido Colchicina on Rodriguez y Bueno,
Pretrat res 0.5% 3h* 2001
) mitético
s 8- 3h
Hidroxiquinolina 0,002M Bh* Souza et al., 2003.
I - Carnoy: Etanol — . 12h Sharma y Sharma,
Fijacion Fijador acido acético (3:1) 24h 1980.
Enzimatico:
(celulasa, (2%,1% 20 min. | Rodriguez y Bueno,
Agente pectiolasa , y1%) 40 min. 2001
macerozima)
Hidrolisis | .. > ..
hidroliti 1N .
cos _ 5N 20 min.
Acido HCI Souza et al., 2003.
. 10 min.x
SN 45°C
Coloracié | Coloran Coloraqlon de 45 min. | Caetano et al., 2000
n te Shiff

Pretrat: pretratamiento; Conc: concentracion.

*Modificacion a la metodologia propuesta.

Posteriormente se realizd la observacion al microscopio seleccionando metafases de
buena calidad y dispersion que permitan identificar los cromosomas.

RESULTADOS Y DISCUSIONES
En la tabla 7, se resume los resultados obtenidos con respecto al indice de fases y

determinacion del indice mitético en las plantulas de gulupa in vitro.

Tabla 7. indice de fases (IF) e indice mitético (IM) totales de las plantulas de gulupa

Estado Total Interfase Profase Metafase Anafase
Frecuencia | 13000 6760 2670 2200 1370
IF (%) 100 52,0 20,5 16,92 10.53
IM (%) 47%
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La duracion relativa de cada fase y del indice mitético, se establecid por la proporciéon de
las células en la mitosis respecto al total de células de la muestra. La mayor frecuencia
se reporta en el estado de interfase, ya que en esta fase, la célula se encuentra en
actividad metabdlica preparandose para la mitosis.

El indice mitético encontrado para las plantulas de gulupa in vitro fue 47%, permitiendo
la obtencién de cromosomas metafésicos en las horas de corte establecidas.

La actividad mitética varia durante el dia, por eso se hace necesario verificarla cada hora.
Esto permite determinar el momento en el que el meristemo presenta el 50% de sus
células en metafase (Rodriguez, 2004). No obstante esta actividad mitética varia de
acuerdo a las condiciones de crecimiento en que se encuentren, como es el caso de las
plantas in vitro.

Se observaron diferencias en la hora mitética cuando las plantulas se trasladaron de
cuarto de crecimiento cambiando su hora mitética del rango de 12-1 pm encontrado a
23°C % 2 con fotoperiodo de 12 horas luz y 12 horas oscuridad, a una hora mitética entre
las 10-11 am en 25°C a 16 horas luz y 8 horas oscuridad.

Los periodos de luz y oscuridad en las plantas, influyen notoriamente en todas las
actividades metabdlicas de estas. Durante el periodo interfasico las células realizan la
duplicacion del material genético, crecen y se disponen para la divisién. Es necesario el
trascurso de un periodo de tiempo con luz, para que las células meristematicas sinteticen
el material suficiente para iniciar la mitosis como por ejemplo proteinas que promueven y
controlan la mitosis (Rodriguez, 2004).

Para la obtencibn de cromosomas con una buena visualizacion y dispersion, se
evaluaron ciertas modificaciones en los protocolos previamente descritos (Caetano et al.,
2000; Fukui y Nakayama, 1996; Sharma & Sharma, 1991; Moscone, 1990; Valladolid,
2004) en las cinco fases fundamentales: pretratamiento, fijacion, hidrdlisis, coloracion y
montaje.

Pretratamiento

Al promediar los resultados obtenidos con el uso de los diferentes pretratamientos de
inhibicion de mitosis en células de plantulas de gulupa in vitro; se observa un indice
metafasico inferior al 50% para colchicina al 0.25%, contrario a lo que se presentd con
colchicina al 0.5% en un tiempo de exposicion por 3 horas, el cual fue mas adecuado por
encontrar un indice del 80%. Sin embargo es recomendable tener cuidado porque
prolongar este tiempo induce a la poliploidizacion (Jahier, 1996) y un tiempo menor a
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este no permite una buena acumulacion de células en metafase, ya que la presencia de
la pared, de los fosfolipidos y proteinas de membrana limitan la penetracion del agente
inhibidor del huso mitotico, por lo que el uso de la colchicina diluida en DMSO permitio la
permeabilizacion y un mayor difusion de la de la misma. La utilizacion de 8-
hidroxiquinolina en una concentracion de 0.002 M por 3 horas no presento la eficiencia
esperada, a diferencia del tratamiento expuesto a 5 horas, el cual mostré resultados
favorables al igual que la colchicina (0.5%). Siendo estos dos inhibidores eficientes para
la acumulacién de cromosomas metafasicos utilizados previamente antes del rango de su
indice mitdtico.

Fijacion

El mejor método de fijacion fue el utilizado segun la metodologia de Sharma y Sharma
(1980); que consistio en la aplicacion de una mezcla de etanol y acido acético (3:1), por
un tiempo de 12 horas a 4°C. La evaluacion de los diferentes tiempos de fijacion se hace
de manera descriptiva sobre las variaciones en la morfologia de los cromosomas, la
persistencia de residuos citoplasmaticos y el estado de deshidratacion de los tejidos que
influyen en la resolucion final de los cromosomas. A medida que se aumenta el numero
de horas, el fijador actua sobre los componentes citoplasmaticos deshidratando
homogéneamente la célula.

El fijador tiene virtudes y defectos, en la practica se suele utilizar una mezcla de dos o
mas fijadores. Individualmente el alcohol absoluto y el acido acético glacial no son
buenos fijando por separado, pero en conjunto cada uno compensa los defectos del otro,
actuando sinérgicamente (Baker, 1966; Sing, 1993). El etanol fija el citoplasma y el jugo
nuclear, mientras que el acido acético estabiliza las nucleoproteinas (Valladolid, 2004);
por esta razén se utilizé la mezcla anteriormente descrita a una temperatura de 4°C,
porque a esta temperatura se detiene la autolisis del tejido y el proceso de fijacion es
mas lento y gradual, esto hace que no se dafie la morfologia cromosdmica.

Un tiempo muy prolongado de fijacion alteré el grado de esparcimiento de los
cromosomas afectando sensiblemente la visualizacidon de estos y tiempos de exposicion
menores de las 12 horas no permitieron una adecuada observacién de la estructura de
los cromosomas. Por lo tanto se estimoé que la exposicion al fijador debe ser de 12 horas
para obtener cromosomas adecuados para estudios citogenéticos, razén por la cual se
establecié este tiempo como 6ptimo para la fijacion de apices de las plantulas in vitro de
gulupa. Se recomienda conservar en

etanol al 70% cuando no se va analizar en un tiempo no determinado (Fukui y Nakayama
1996).
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Hidrolisis

Para la obtencién de buenas preparaciones citogenéticas en vegetales, es fundamental
el tratamiento de hidrélisis para debilitar la pared celular. Esta es el resultado de un
proceso evolutivo producto de las interacciones con fitopatégenos, con otros organismos
y con las condiciones ambientales adversas que se presentan como elementos
seleccionadores. Por lo cual, las paredes han generado resistencia a agentes quimicos-
enzimaticos como los empleados en la hidrdlisis.

La hidrélisis acida presentd buenos resultados para la degradacion de la pared al
emplearse una concentracion 5N durante 10 minutos a temperatura de 45°C (Tabla 2). El
acido clorhidrico provoca la disolucion de las sales péptidicas de la lamina media de la
pared celular, facilitando la separacion de las células y el aclaramiento del citoplasma,
ademas de liberar los grupos aldehidos del ADN que reaccionaran con el colorante
(Valladolid, 2004). Concentraciones menores de acido clorhidrico y tiempos de
exposicion mas bajos, no permitieron una completa degradacién de la pared; esta
concentracion puede ser un tratamiento muy drastico, pero mantuvo la morfologia del
tejido, sin observarse alguna deformacién en las estructuras celulares.

Por otro lado la hidrdlisis enzimatica mostré que bajo las concentraciones de celulasa al
4% pectiolasa al 1% y macerozima al 2% por 40 minutos, se observé una degradacioén
muy parcial de la pared celular, lo que impidié la obtencion de buenas preparaciones
cromosomicas. La combinacion de hidrdlisis enzimatica y quimica también logro buenos
resultados, sin embargo la utilizacion de las enzimas genera costo elevado, por tal motivo
se opta por trabajar la hidrdlisis con HCL 5N (Tabla 8).

Tincién

Las sustancias que son utilizadas como tintes se disuelven en agua en forma de iones
coloreados. Estos iones se enlazan quimica y fisicamente a las proteinas, sin perder su
color (Sharma y Sharma, 1991; Baker, 1966). Dependiendo de la carga del idn, los tintes
pueden ser denominados basicos (cationes) 6 acidos (aniones). Si el tinte puede producir
cualquiera de los dos tipos de iones es denominado anfotérico. El reactivo de Schiff
(Feulgen) es un colorante de tipo basico, debido a la naturaleza acida de la cromatina,
reconoce los grupos aldehidos que han sido liberados en la fase de hidrolisis acida, por
lo cual es recomendado para la coloracién de ADN, la tincidén es proporcional a la
cantidad de ADN presente, por lo que los apices radicales que poseen un mayor numero
de células en division se colorean mas intensamente que el resto de tejidos de la raiz, la
coloracion fucsia es mucho mas fuerte en el meristemo lo que permite trabajar de manera
mas puntual con este tipo de células (Sing,1993).
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Tabla 8. Actividad de los agentes hidroliticos empleados en la degradacion de la pared

celular de plantulas de gulupa in vitro.

Agente Tllempo Observaciones
(minutos)
C1%P1% M1% | 20 a 37°C | Presencia de paredes celulares, practicamente intactas
C1% P 1% M 1% | 40 a 37°C Presencia de paredes;real(l;:)ares aunque en menor
C 2% P 1% M 2% | 40 a 37°C Paredes celulares no dggradada_s totglmgpte quedan
restos que impiden la visualizacion
C4% P1% M2% | 40a37°C Degradacion de la pared celular parcialmente
HCI1 N 20aTA Presencia de pared celular intacta
HCI1 N 20a 60°C Degradacion parcial de la pared celular
HCI 5 N 10 2 60°C Pared celular completanjent_e degrad’a_da, aunque se
presenta dafno citoplasmatico
HCI 5 N 10 & 45°C Mayor degradacion de_la pared celular sin dafio en el
citoplasma
HCI 1N y luego 20 L
C 4% P 1% M 2% 40 Buena degradacion de la pared

C = Celulasa P= Pectinasa M= Macerozima HCI= Acido Clorhidrico
TA= Temperatura ambiente

El empleo del reactivo de Schiff (feulgen) por un tiempo de 30 minutos a 37°C, permitié

obtener cromosomas bien tefidos, sin embargo fue necesario realizar una contratincion
con orceina acética por 15 minutos a temperatura ambiente facilitando la coloracion del
citoplasma y membrana para lograr diferenciar una célula de otra.

A continuacién se presenta el resumen de los resultados obtenidos relacionado con la
estandarizacion del protocolo.

1. Inhibir con colchicina 0.5% por un tiempo de 3 horas, 6 con 8-hidroxiquinolina
0.002M por un tiempo de 5 horas.

2. Lavar y fijar en Carnoy por 12 horas a 4°C.

3. Lavar dos veces con agua destilada durante 5 minutos.

4. Realizar una hidrdlisis acida con HCI 5N por un tiempo de 10 min. a 45°C.

5. Lavar dos veces con agua destilada y dejar 3 minutos.

6. Realizar la tincion con reactivo de Schiff a 37°C por 30 minutos y una contratinciéon
con orceina acética por 15 minutos a temperatura ambiente.

7. Realizar un squash de los meristemos radicales con ayuda de un cubre objeto y un
golpe con la goma del lapiz.
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8. Congelar a -70°C durante 10 min.
9. Deshidratar con etanol 70 y 100% por dos minutos cada uno.

NUmero cromosdmico

De acuerdo a los andlisis llevados a cabo en las plantulas in vitro de gulupa se observé
un numero cromosomico 2n=28, lo cual difiere en gran parte de los estudios realizados
por Mayeda (1997) cit. en: Souza (2008), Souza et al., (2002), Snow y Mac Dougal cit.
en: Rego, 2011), en donde se reporta un numero cromosémico de 2n =18. Debido a los
escasos acercamientos en analisis citolégicos de la especie en Colombia, no se tiene
claridad de su estructura, tamafio y niumero cromosémico, por ende no existe un punto
de comparacion. Sin embargo se asume que la especie vegetal analizada en el presente
estudio posiblemente corresponde a una especie totalmente diferente de los cultivares de
Brasil. Esta variacion puede estar relacionada, primeramente con la naturaleza aldgama
de la especie favoreciendo en gran parte la variabilidad genética preexistente, la cual es
sustentada por su procedencia diversa en investigaciones brasileras que afirman
variabilidad intraespecifica en el género Passiflora (Fajardo et al., 1998; Viana et al.,
2003; Vieira y Carneiro, 2004), también se suma el método de propagacién que se tiene
a nivel nacional, el cual difiere en cada departamento donde es cultivada (Angulo, 2009).
Esta aneuploidia o poliploidia encontrada en la gulupa de Colombia mediante plantulas in
vitro puede ser reportada como un mecanismo de evolucién en la especie (Melo et al.,
2001).

El tamafo de los cromosomas encontrado en las plantulas in vitro de gulupa estuvo en
promedio de 0,29 um, oscilando entre 0,11 y 0,47 um; este tamano fue calculado en las
muestras control sin irraidiar. No se pudd determinar el cariotipo completo debido a la
resolucién de los mismos por su tamafo respectivo, lo que hizo imposible llegar a
analizar rearreglos estructurales cromosémicos causados por el efecto de las mutaciones
inducidas. No obstante se observan algunas caracteristicas estructurales que se
diferencian de los analisis cariotipicos encontrados de esta especie en Brasil y Australia
(Beal, 1971-1973) como la presencia de cromosomas acrocentricos que posiblemente
pueden ser origen de translocaciones producidas de un base genética x=6 (Souza, 2008)
asi dando lugar a un cariotipo no sélo de cromosomas metacéntricos y submetacentricos
para esta especie en Colombia que difiere con la especie nativa de Brasil (Mayeda, 1997
cit. en Souza, 2008; Souza, 2002). Siendo el primer informe nacional sobre la
caracterizacién citogenética de gulupa (Passiflora edulis Sims) se hace necesario
continuar con la investigacion para reafirmar su estructura
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cromosomica. Por otra parte cabe mencionar que en el laboratorio de citogenética del
Instituto de Genética de la Universidad Nacional de Colombia se estan desarrollando
trabajos que complementan con la citogenética de esta especie vegetal.

Se recomienda evaluar a nivel citogenético una mayor cantidad de individuos de
diferentes procedencias para poder generar una base de datos de los posibles cambios

en la caracterizacioén citogenética de gulupa.
Efectos de laradiacidn a nivel citogenético

Las irradiaciones, originaron inestabilidad genética reflejada en aneuploidias. Este
ndamero cromosomico se vio afectado presentando diferencias de 26, 27, 28, 29 y 30
cromosomas en estado diploide en diferentes proporciones en cada una de las dosis
como se muestra en la tabla 9.

La presencia de estas aneuploidias y no de otras refleja una posible correlacién entre la
supervivencia de la plantula y la cantidad de modificaciones en el genoma. Siendo un
dafio minino el aumento de un cromosoma, al observarse el mayor porcentaje de células
con 29 cromosomas entre 34,80-43,24 % en todos los tratamientos de irradiacion.
Demostrando que las otras aberraciones observadas pueden ser reparadas o eliminadas
en el transcurso del tiempo.

Tabla 9. Alteraciones en el nimero cromosémico diploide observadas en plantulas de
gulupa sometidas a seis dosis de irradiacién gamma Co

Num?ro' Tratamientos mutagénicos (Dosis Gy)
cromosémico
2n 10 20 30 40 50 60
26 4,30% 6,80% 4,50% 8,80% 5,40% 7,10%
28 26,10% 16% 18,20% 22,20% 19,20% 21,40%
27 17,40% 18,20% 9,00% 15,50% 19% 19,00%
29 34,80% 41% 41% 40% 43,24% 38,00%
30 17,40% 18,20% 27,30% 13,30% 16,20% 19,00%

La Figura 3 muestra algunos de los complementos cromosdmicos obtenidos en plantulas
irradiadas de gulupa. La fragilidad que se observo en uno de los cromosoma (Figura 3a)
puede ser debida al efecto de irradiacion inducida por rayos gamma, siendo estas
fragilidades comunes cuando las células son expuestas a mutagenos fisicos. Los sitios
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fragiles constituyen areas de cromatina que no se compactan apropiadamente durante la
mitosis debido a que presentan una replicacion mas tardia que el resto del cromosoma
(Durkin, 2007). En ocasiones estas fragilidades se asocian con roturas cromosomicas,
las cuales son vulnerables a perderse 6 a rearreglarse cambiando completamente el
estado diploide.

Las radiaciones gamma no solo causan dafio a nivel nuclear sino también afectan al ADN
cloroplastico. Esta evaluacion de dafo producida por los tratamientos mutagénicos se
realiza mediante el analisis de la cantidad y apariencia de los cloroplastos en las células
guarda de los estomas. Los resultados muestran alteraciones al azar en donde no se
presenta una correlacién en la disminucion o aumento de los cloroplastos con una
respectiva dosis de irradiacion, esté parametro seria considerado como indicador de
dafio general pero no de dafo dirigido, base que representa el uso de esta alternativa en
el mejoramiento genético de plantas.

2n= 29 A=
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Figura 3. Observacion microscopica de células en metafase de plantulas in vitro de
gulupa a 100X. A. Dosis de 30 Gy (2n=29), B. Dosis de 10 Gy, C. Dosis de 60 Gy, y D.
Dosis de 50 Gy. La flecha sefiala la fragilidad en uno de los cromosomas, producto de la
inducciéon mutagénica.
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Otros resultados han mostrado una correlacion positiva entre la cantidad de cloroplastos
y el contenido de ADN, el cual es expresado finalmente en el complemento cromosémico
(Butterfass, 1995). En el presente estudio puede estar relacionada la variabiabilidad
cuantitativa de los cloroplastos con las diferentes proporciones de cromosomas
generadas, sin embargo no existen fundamentos claros que corroboren esta correlacion
debido a la inestabilidad que se observé en cada tratamiento. La duplicacion del
complemento cromosdmico en una especie vegetal tiene un efecto cuantitativo sobre el
namero de cloroplastos en las células guarda de los estomas. Monteiro (2001)
demostraron este efecto directo y proporcional en la cantidad de los cloroplastos cuando
las plantulas de maracuya (Passiflora edulis Sim, f. flavicarpa) fueron poliploidizadas. Los
individuos diploides de esta especie presentan 4 cloroplastos por célula guarda, cantidad
que difiere notoriamente a la cantidad establecida para gulupa a partir de plantulas in
vitro. Esto refleja la variabilidad existente entre los dos materiales de otra procedencia.

Adicionalmente, se observan las alteraciones encontradas en los estomas, con relacion a
la cantidad y apariencia de los cloroplastos, el numero varié de 4 a 7 en cada célula
guarda (Figura 4). La desigualdad numérica fue notoria, no encontrandose asociada a
una dosis especifica. Todas las plantulas analizadas de los tratamientos de irradiacion
presentaron una variabilidad de este tipo por encima del 50% frente al control (resultados
no mostrados).

CONCLUSIONES

El establecimiento de la hora mitética fue determinante en el proceso de obtencion de
cromosomas metafasicos para el material in vitro de gulupa; cambios en las condiciones
de temperatura y fotoperiodo pueden alterar completamente su resultado.

La caracterizaciéon citogenética del cultivo in vitro de gulupa fue posible debido a la
estandarizacién de un protocolo que permitié visualizar y contar los cromosomas
metafasicos. En donde el pretratamiento de 8- hidroxiquinolina (0,002M) por 5 horas y
colchicina (0,5%) por tres horas arrojaron los mas altos indices metafasicos, la fijacion
con etanol acido acético (3:1) por 12 horas permitié eliminar ruidos citoplasmaticos, la
hidrdlisis con HCL 5N por 10 minutos a 45°C degrado completamente la pared celular y
la tincién con el reactivo de Shifft y la contra tincidon con orceina acética lograron la
coloracién homogénea del tejido meristematico.
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Figura 4. Observacién microscopica de cloroplastos en células estomaticas de plantas in
vitro de gulupa a 100X. A. control sin irradiar, B. Tratamiento mutagénico de 30 Gy, C.
Tratamiento mutagénico de 40 Gy, y D. Tratamiento mutagénico de 60 Gy.

El complemento cromosémico diploide encontrado en el presente estudio fue de 2n=28
para plantulas in vitro de gulupa, las cuales difieren de los reportes citologicos
encontrados por otros investigadores en Brasil Australia y Hawaii, asumiendo que
posiblemente una especie diferente en Colombia se esta propagando.

La variabilidad genética generada por las radiaciones gamma sobre plantulas in vitro de
gulupa se vio reflejada por aneuploidias de 26, 27, 28 ,29 y 30 en el complemento
cromosomico y por variaciones en la cantidad y apariencia de los cloroplastos / célula
guarda en cada tratamiento; sin embargo el dafo a nivel nuclear y clroroplastico no
mostré correlacion alguna con una dosis especifica.
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RESUMEN

La gulupa hace parte de las frutas de la pasion que ha adquirido recientemente gran
importancia econémica en Colombia por ser una las especies frutales con altos indices
de exportacion. Para estudiar la variabilidad genética producida por las radiaciones
gamma se analizaron plantulas regeneradas después de tres subcultivos de cada una de
las seis dosis (10-60 Gy) mediante marcadores microsatélites aleatorios RAM. Seis
“primers” empleados generaron 18 bandas polimérficas, siendo el cebador CCA el que
presenté mayor polimorfismo 35.7%. Los resultados del presente estudio demuestran la
variabilidad obtenida por la induccién de mutaciones como alternativa en programas de
mejoramiento genético, la cual debe ser analizada en sus individuos para el conocimiento
de caracteristicas que puedan ser de interés a nivel agroeconémico en Colombia.
Palabras claves: Passiflora edulis Sims, microsatélites aleatorios RAM, variabilidad
genética.

ABSTRACT

The gulupa is a fruit belongs to passion fruits, that it has actually gained a high economic
value in Colombia to be a fruit with high rates of export. Irradiated plants of gulupa were
analized to evaluate the variability generated by gamma rays ®Co with Microsatellite
Amplificated Random RAMSs. Six primers detected 18 polymorphic bands. In where
CCA was the primer with the highest polymorphic presented 35.7%. The results of
this research demonstrate the variability generated by mutation induction as
alternative in plant breeding programs, which must be analyzed in their individuals
for knowing of the characteristics that can be of interest to agroeconomic level in
Colombia.

Key words: Passiflora edulis Sims, Random Amplified Microsatellites RAM, genetic
variability.

INTRODUCCION

Passiflora edulis Sims Es una especie de la familia Passifloraceae que ha adquirido
recientemente una mayor importancia econémica en Colombia por ser una las especies
frutales con mayores indices de exportacion, razén por la cual se le atribuye a sus
caracteristicas de aroma, sabor y utiles en la salud humana (Wenkam, 1990). Sin
embargo los cultivos de esta especie vegetal estan siendo seriamente afectados por la
incidencia de plagas y enfermedades, las cuales han llegado a limitar su produccion
(Ocampo, 2007).
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La variabilidad genética inducida por las radiaciones gamma se presenta como
alternativa que complemente las técnicas de mejoramiento tradicional llegando a
encontrar genotipos que contrarresten esta problematica (Novak, 1992). Existen varias
metodologias que permiten detectar dicha variabilidad entre ellas se encuentran los
marcadores moleculares, los cuales serian de buena utilidad para la seleccién temprana
de individuos con mejores caracteristicas agroeconémicas.

Los marcadores moleculares han sido ampliamente utilizados en la familia
(Passifloracea) para estudios filogenéticos y taxondmicos (Killip, 1938; Escobar; 1989;
Feuillet & McDougal, 2004; Ocampo, 2007) como para estudios de variabilidad genética
entre individuos y entre poblaciones (Ocampo, 2007; Fonseca, 2010; Ortiz 2010). Un
aspecto importante para tener en cuenta es la seleccion del tipo de marcador que se
empleara. Dicha eleccion dependera del objetivo del estudio que se pretende abordar, y
de la biologia de la especie. Sin embargo, no se puede olvidar que todas las técnicas
moleculares presentan ventajas y limitaciones, y su aplicacion dependera, en ultima
instancia, de la disponibilidad de recursos para ejecutar un sistema de marcadores
moleculares dado (Coto y Cornide, 2003).

Los marcadores moleculares de tipo RAM (Random Amplified Microsatellite) combina los
beneficios de los analisis microsatélites con el conocido analisis RAPD, siendo favorables
para evaluar la diversidad genética en plantas y animales, el nimero de polimorfismos
detectables es tedricamente ilimitado y permiten analizar toda la informacion (Zietkiewicz
et al., 1994) presentan ventajas frente a las otra técnicas moleculares como RAPD y
AFLP por ser rapida, de bajo costo y por su alta reproducibilidad. Ademas no requieren
de grandes infraestructuras para su ejecucion.

Esta investigacion tuvo como objetivo principal analizar molecularmente mediante
marcadores RAM la variabilidad genética producida en plantulas de gulupa irradiadas con
rayos gamma Co® frente a un control in vitro sin irradiar.

METODOLOGIA
Material vegetal
La caracterizacion molecular de las plantulas de gulupa irradiadas con rayos gamma C0%°
(10, 20, 30 40, 50, 60 Gy) y control se realizé en el laboratorio de Biologia Molecular de la

Universidad Nacional de Colombia - Palmira. Estas plantulas regeneradas contenian tres
subcultivos (M3) con el fin de mantener cualquier mutacion adquirida.
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Extraccién de ADN

El ADN gendmico de las plantulas de gulupa se extrajo mediante el protocolo modificado
de Dellaporta (1995) Este consistid en pulverizar 50 mg de hojas a partir de las plantas in
vitro con 0,75 ml de tejido de solucion amortiguadora CTAB en un mortero. El macerado
se incubod en la misma solucién durante 90 min. a 65°C. Luego fue tratado con fenol
cloroformo isoamilico (25:24:1) como desnaturalizadores y precipitadores de proteinas,
luego el ADN fue precipitado con isopropanol. La concentraciéon de ADN se determind
mediante la comparacién con concentraciones conocidas de ADN del bacteriofago
lambda (DNAA) (30, 60 y 90ng/ul), visualizandose a través de un gel de agarosa al 0.8%.
Las muestras de ADN fueron diluidas a un volumen total de 100 ul a 10 ng de
concentracion.

Analisis de la técnica RAM

Para evaluar la variabilidad genética producida por las radiaciones gamma frente al
control se probaron siete “primers” o cebadores sintetizados por Technologies Inc (Tabla
10).

Tabla 10. Cebadores o “primers” utilizados en el andlisis molecular de plantulas in vitro
de gulupa irradiadas.

Primer Secuencia (5'a 3")
AG HBH (AG) A
CT DVD (CT)C
CA DBD A (CA)

CCA DDB(CCA)
CGA DHB(CGA)
GT VHV(GT) G
TG HVH (TG) T

Las siguientes designaciones son usadas para los sitios degenerados: H (A, T o C); B (G,
ToC);,V(G,AoC)YD(G,AoT).

Para la estandarizacion de las condiciones de cada uno de los cebadores, se preparé
una mezcla de reactivos en un tubo estéril de microcentrifuga (1.5 ml) para un volumen
final de 25 pl. Los siete “primers” o cebadores se probaron con las muestras colectadas.
La amplificacion se llevo a cabo en un termociclador PTC-100 Programmable Termal
Controller de MJ Research, Inc. La desnaturalizacion inicial fue de 95 °C durante 5
minutos; desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos. Hibridacion a una temperatura de
50°C (primer AG y CA), 55°C (primer CCA-TG-CT) y 58°C (primer GT-CGA) durante 45
segundos, una extension de 72 °C por 2 minutos, 37 ciclos desde la desnaturalizacion a
extension y por ultimo una extension a 72 °C durante 7 minutos. El producto amplificado
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se observé mediante electroforesis en geles poliacrilamida (7%) a 160 voltios por 1 hora
y 10 minutos. Se realizaron dos repeticiones con el fin de confirmar su reproducibilidad.

Los productos de la PCR se reportaron mediante la lectura visual de los geles de
poliacrilamida, en donde se evalud el nivel de polimorfismo de acuerdo a la presencia y
ausencia de las bandas para cada uno de los “primers” o cebadores estudiados.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

La cantidad y calidad de ADN obtenida con el protocolo de Dellaporta permitié continuar
con el analisis de los marcadores moleculares RAM (Figura 5).

En general las técnicas basadas en marcadores microsatelites requieren baja cantidad
de ADN (10ng-100ng por reaccion) a diferencia de otras técnicas como AFLP en donde
la calidad y cantidad de ADN son determinantes en los procesos de amplificacion
obligado al uso de kits comerciales para su extraccion, lo que hace posible el aumento de
los costos.

10 11
. I ——

30ng/ul 60ng/ul 90ng/ul

Figura 5. ADN de las plantulas de gulupa irradiadas y control. Linea 1,2y 3
corresponden a concentraciones del bacteriéfago lambda (DNAA); lineas 4 y 5: ADN de
las muestras control; linea 6: ADN de muestra de 10 Gy; linea 7: ADN de muestra de 20

Gy; linea 8: ADN de muestra de 30 Gy; linea 9: ADN de muestra de 40 Gy; linea 10: ADN
de muestra de 50 Gy y linea 11: ADN de muestra de 60 Gy.

Mufoz et al., 2008 consideran que cantidades de ADN superiores o inferiores a 5ng/ul

para analisis tipo RAM no generan problemas en la amplificacion cuando se trabaja con

ADN de buena calidad. Este parametro es evaluado en gel de agarosa.

A partir del analisis molecular basado en los siete “primers” empleados se puso de
manifiesto que los mismos generaron 88 bandas producto de la amplificacion (Tabla 11),
de las cuales 18 fueron polimérficas para un promedio de 3 bandas por cebador. Aunque
el polimorfismo que se presento fue bajo (20,4%) comparado con el total de bandas, es
de destacar que casi la totalidad de los cebadores usados, fueron muy informativos
(Figuras 6,7,8,9,10 y 11), siendo el CT, el CCA y el TG los que presentaron mayor
numero de bandas polimoérficas en comparacion con los otros con la excepcion del GT,
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que no amplificé para ninguna muestra, lo cual puede ser debido a las condiciones de
PCR en que se trabajo, por lo que se recomienda reevaluarlas en esta especie vegetal.

En la tabla 11 se relacionan dos repeticiones por tratamiento mutagénico, en donde se
reporta el numero de bandas presentes en comparacion al control. Ademas se especifica

el numero de bandas adicionales.

Tabla 11. Resumen del numero de bandas de cada “primer” utilizado, especifico para
cada tratamiento.

Pri Tratamientos
"l TB | BM | BP [ A B C D E F
(10Gy) | (20Gy) | (30Gy) | (40Gy) | (50GyY) | (60GY)
cA |13 ] 12 | 1 | 1212 | 1212 | 1213 | 1212 | 12,12 12‘;'1
14+3 1 1514+ | 11431 | 13+3 1
cT 15| 11 | 4 A 15,15 1 . o] 13,14
12431 | 12431 | 12451 | 12431 | 94313 | 1243 1
CCA |14 9 | 5 | H3 243 243 2+4 3 243
11421 | 11421 | 10431 | 10431 | 10431 | 11+4.1
CGA 12 10 2 1+2 1+2 0+3 0+3 1+2 2+3
11431 | 11441 | 11441 | 11431 | 11+2.1
6 | 15| 10 | 5 S oS oS s IR ERY!
18411 | 18411 | 18411 | 18411 | 18411 | 18+1.1
AG | 191 18 | 1 | a1 | 841 | 8+1 | 8+1 | 8+ | 8+
GT 0] 0 | o - N - N N N
Total | 88 | 60 | 18
% 100 68.2 | 204

TB: nimero total de bandas; BM: niumero de bandas monomaérficas; BP: niumero de

bandas polimorficas.

El nimero de patrones de bandas observados es un parametro que nos da mas
informacion sobre la variabilidad de la especie vegetal. Fonseca et al., (2010) reportan
alta diversidad genética en el cultivo de gulupa utilizando marcadores RAM, en donde
fueron usados cuatro primers universales (CA, CT, CGA, GT).

De acuerdo con los resultados obtenidos de las plantulas control, la cantidad de bandas
totales en cada primers no coinciden con lo reportado por Fonseca et al., (2010) en
donde el niumero de bandas polimoérficas generadas es menor con los primers CA, CT y
CGA, esto puede ser debido por la técnica de electroforesis empleada a través de la cual se
separan los fragmentos de ADN, en donde con geles de poliacrilamida se pueden obtener un
patron de bandas mayor al que se genera con geles de agarosa (Mufioz, 2008).
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Ademas las condiciones de amplificacién que se manejaron fueron diferentes para todos
los “primers” excepto para GT que utilizé la misma temperatura de hibridacion. Este
ultimo primer entra en gran discusién debido a que fue el Unico primer que no mostré
resultados positivos. Sin embargo la comparacién con los materiales vegetales que se
utilizaron posiblemente puede tener relevancia, en nuestro trabajo de investigacién las
muestras para el analisis molecular son de procedencia in vitro en donde posiblemente
puede estar indicando diferencias genéticas con el material ex vitro caracterizado por
Fonseca et al., (2010).

Por otro lado se puede observar que los “primers” o cebadores en este estudio no fueron
altamente polimoérficos frente al control con valores de 7,6% para CA, 26,6% para CT,
35.7% para CCA, 26.6% para CGA, 33,3% para TG y 5.2% para AG en la variiabilidad
encontrada para materiales de gulupa inducidas por radiaciones gamma Co%, sin
embargo esta variacion no siempre es la misma debido a la naturaleza azarosa que
presenta esta herramienta de mejoramiento vegetal. Asi mismo no se presentd
correlacion entre las dosis de irradiacion con el patron de bandas, observando que la
apariciéon de bandas polimorficas unicas son mas notorias en el tratamiento con 60Gy.
Confirmando la naturaleza azarosa de la técnica a pesar de utilizar otro cultivo y otra
herramienta molecular para la deteccion de la variabilidad generada por las radiaciones,
Mon (2006) reporta que en crisantemo (Dendranthema grandiflora Tzvelev) las dosis 10 y
20 Gy se encuentran el mayor numero de bandas polimérficas incluyendo las Unicas,
cuando se emplea la técnica AFLP para su caracterizacién molecular.

Por otra parte se observo la estabilidad genética de las plantulas de gulupa (control)
mediante esta técnica molecular, lo que sugiere que el método de propagacién masiva
que se estandarizé en esta especie por cultivo de tejidos in vitro no induce cambios
genéticos significativos que incidan en las caracteristicas fenotipicas de las plantas.

Esta técnica es prometedora en el analisis de la variabilidad genética en gulupa, los seis
“primers” utilizados amplificaron satisfactoriamente mostrando buena reproducibilidad
durante las dos repeticiones realizadas. Ventaja demostrada en otras especies vegetales
como Physalys peruviana (Bonilla et al., 2002), Rubus glaucus (Morillo et al., 2005), y
Heliconias (Arcos et al., 2004, Cobo, 2005) encontrando alta variabilidad en los cultivares
analizados.

CONCLUSIONES
Los marcadores RAM demostraron ser eficientes para la deteccién de variabilidad
genética en plantulas de gulupa ocasionada por las irradiaciones gamma Co®°

Los resultados obtenidos en el analisis molecular indicaron que existen grandes niveles
de variabilidad de los materiales irradiados con relacion a los controles. Estos ultimos
mantienen la estabilidad genética en cada uno de los marcadores o “primers” utilizados,
lo que permite concluir que la multiplicacion in vitro por esta via de regeneraciéon es una
buena opcién de propagacién masiva en el mejoramiento genético para el cultivo de
gulupa (Passiflora edulis Sims).
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Con base en estos resultados podemos concluir que la técnica de RAM permite una
impresioén rapida y temprana de huellas genéticas para estas plantulas de gulupa.

Figura 6. Patrones de bandas generados con el primer CA. Lineas 1, 12 y 20
corresponden al marcador de peso molecular (100Kb); lineas 2 y3: tratamiento de 60Gy;
lineas 4, 5 y 6: tratamiento de 50Gy; lineas 7 y 8: tratamiento de 40Gy; lineas 9, 10 y 11:
tratamiento de 30Gy; lineas 13, 14 y 15; tratamiento de 20Gy; lineas 16 y 17: tratamiento
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de 10Gy; vy lineas 18 y 19: tratamiento control sin irradiar.
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Figura 7. Patrones de bandas generados con el primer CT. Lineas 1, 4 y 17
corresponden al marcador de peso molecular (100Kb); lineas 2 y3: tratamiento control sin
irradiar; lineas 5 y 6: tratamiento de 60Gy; lineas 7 y 8: tratamiento de 50Gy; lineas 9, 10:
tratamiento de 40Gy; lineas 11 y 12: tratamiento de 30Gy; lineas 13 y 14: tratamiento de

20Gy; ylineas 15y 16: tratamiento de 10Gy.

Figura 8. Patrones de bandas generados con el primer CCA. Lineas 1, 4 y 17
corresponden al marcador de peso molecular (100Kb); lineas 2 y 3: tratamiento control
sin irradiar; lineas 5 y 6: tratamiento de 60Gy; lineas 7 y 8: tratamiento de 50Gy; lineas 9,
10: tratamiento de 40Gy; lineas 11 y 12: tratamiento de 30Gy; lineas 13 y 14: tratamiento
de 20Gy; y lineas 15y 16: tratamiento de 10Gy.
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Figura 9. Patrones de bandas generados con el primer CGA. Lineas 1 y 14
corresponden al marcador de peso molecular (100Kb); lineas 2 y 3: tratamiento de 10Gy;
lineas 4 y 5: tratamiento de 20Gy; lineas 6 y 7: tratamiento de 30Gy; lineas 8 y 9:
tratamiento de 40Gy; lineas 10 y 11: tratamiento de 50Gy; lineas 12 y 13: tratamiento de

20Gy; y lineas 15y 16: tratamiento control sin irradiar.
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Figura 10. Patrones de bandas generados con el primer TG. Lineas 1, 4 y 17
corresponden al marcador de peso molecular (100Kb); lineas 2 y 3: tratamiento control
sin irradiar; lineas 5 y 6: tratamiento de 60Gy; lineas 7 y 8: tratamiento de 50Gy; lineas 9
y 10: tratamiento de 40Gy; lineas 11 y 12: tratamiento de 30Gy; lineas 13 y 14:
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tratamiento de 20Gy; vy lineas 15 y 16: tratamiento de 10 Gy.

Figura 11. Patrones de bandas generados con el primer AG. Lineas 1 y 8 corresponden
al marcador de peso molecular (100Kb); lineas 2 y 3: tratamiento control sin irradiar;
lineas 4 y 5: tratamiento de 60Gy; lineas 6 y 7: tratamiento de 50Gy; lineas 9 y 10:
tratamiento de 40Gy; lineas 11 y 12: tratamiento de 30Gy; lineas 13 y 14: tratamiento de
20Gy; ylineas 15y 16: tratamiento de 10 Gy.
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9 Conclusiones y recomendaciones

9.1 Conclusiones

Se establecio la curva de radiosensitividad del cultivo in vitro de gulupa mediante la LDsg ,
recomendando las dosis de 10, 20 y 30 Gy de radiaciones gamma con fuente
panoramica Co® aplicada a explantes con dos segmentos nodales para continuar con los
estudios de mutagénesis in vitro en esta especie, ya que en estas dosis se lograron los
valores medios de afectacion tanto para la fase de crecimiento como para la
regeneracion de plantulas que permitira producir y recuperar mutantes utiles para los
programas de mejoramiento en esta especie.

La caracterizacion citogenética del cultivo de gulupa permitié establecer un método para
la obtencion de cromosomas metafasicos, asi mismo poner en duda la especie de gulupa
que se propaga a nivel nacional encontrando un complemento cromosoémico de 2n=28 el
cual difiere con las especies cultivadas en Brasil, Australia y Hawaii.

Los marcadores RAM son eficientes para detectar la variabilidad intraespecifica del
cultivo de gulupa, ademas de su uso para evaluar la estabilidad genética durante la
micropropagacion masiva de Passiflora edulis Sims realizando hasta siete subcultivos de
multiplicacién in vitro para evitar generar variacion somaclonal.

Los resultados en cada una de las investigaciones realizadas permiten dar inicio a un
programa de mejoramiento genético en el cultivo de gulupa a partir de la alternativa de
induccién de mutaciones, ya que cuenta con la estandarizacién de las dosis permisibles a
partir de segmentos nodales, la caracterizacion a nivel citogenetico, asi como también la
caracterizacion molecular para facilitar la seleccién del material.

9.2 Recomendaciones

Evaluar las plantulas irradiadas de gulupa en campo con el fin de seleccionar materiales
con caracteristicas agroeconémicas apropiadas para la produccion de cultivos que
permitan mejorar la produccién de la fruta.
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Realizar estudios citolégicos en plantas ex vitro de diferente procedencia a nivel nacional
que aporten mayor conocimiento de la estructura y morfologia cromosémica de la
especie gulupa.

Establecer la DLs, en semillas de gulupa a partir de radiacciones gamma Co®® con el fin
de evaluar el material a condiciones ex vitro y poder observar mejores caracteres
morfolégicos que permitan diferenciar, asi como seleccionar los materiales con relacion
al control.

Implementar estudios de presidn a resistencia mediante la aplicacién de inoculos de
fitopatogenos en condiciones in vitro con el fin de obtener una seleccion temprana de
mutantes resistentes a especificas enfermedades.
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