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RESUMEN

Solanum spp es una planta que se cultiva en la mayor parte de las regiones del
mundo, es el cuarto cultivo alimenticio mas importante después del maiz, arroz y
trigo. Lograr estimar el nivel de ploidia de los cultivares de papa nativa de la
region Ayacucho permitira a los investigadores facilitar informacién de los
cultivares nativos para mejoramiento. Por ello se planteé determinar la ploidia de
los cultivares de papa nativa (Solanum spp) de la Estacion Experimental Agraria
Canaan INIA Ayacucho 2018. El trabajo de investigacién tuvo como variables
importantes al nimero de cromosomas de las células radiculares y al nimero de
cloroplastos foliares en la célula guardia de los estomas. Se tuvo como objetivo
general determinar la ploidia por contaje de cromosomas metafasicos del
meristematico apical de la raiz de papa y también por contaje de cloroplastos de
células guardia de los estomas del envés de los foliolos terminales desarrollados.
Como objetivos especificos se planteé determinar el nUmero de cromosomas en
cultivares de papa nativa y determinar el nimero de cloroplastos en cultivares de
papa nativa. Se utilizaron tubérculos de cultivares de papa nativa los cuales se
sembraron en macetas dentro del invernadero de la Estacion Experimental
Agraria Canaan INIA Ayacucho, el pretratamiento se realizd colectando raices e
introduciéndolos en tubos Eppendorf con 0.3 ml del reactivo 8-hidroxiquinoleina
al 0.002M por espacio de 5 h a 4 °C, la hidrdlisis se realiz6 afiadiendo HCI 1N
precalentado a 60 °C y se incub6 8 min a la misma temperatura, las raices se
sumergieron en orceina-lactopropionica al 2% por 15 min, finalmente las raices
se colocaron en una lamina porta objetos y se corté 1-2 mm de la punta de las
raices, se afiadio colorante, se cubrié con laminilla y se ejercié presion, se
observé bajo microscopio a 100X, se fotografi6 y reportdé los cromosomas
metafésicos presentes en 6 células. Para el conteo de cloroplastos se colecto el
tejido epidérmico del envés de las hojas y se colocdé sobre una lamina
portaobjetos con dos gotas de solucion de lugol, se cubrié con una laminilla y se
observd bajo microscopio 6ptico con un aumento de 40X y se contabilizé el
namero de cloroplastos de una de las células guarda de los estomas del tejido
epidérmico de los foliolos del envés de la hoja. Se encontré correspondencia
entre el nimero de cromosomas y el nimero de cloroplastos, lo cual permitié
verificar tres niveles de ploidia (diploide, triploide y tetraploide) en los materiales
estudiados y por consiguiente se concluyé que de 150 cultivares de papa nativa
de la Estacion Experimental Agraria Cannan INIA Ayacucho 2018; 133 son
diploides (2n = 2x = 24), 15 son triploides (2n = 3x = 36) y 2 son tetraploides (2n
= 2x = 24). Sin embargo resulta necesario realizar mas estudios minuciosos a fin
de obtener mayor evidencia y certidumbre sobre su posible clasificacion
taxonOmica.

Palabras clave: cultivares de papa nativa, cromosomas, cloroplastos, ploidia
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l. INTRODUCCION

El género Solanum alberga mas de 2 000 especies, la mayoria de las cuales son
especies que no tuberizan como el pepino (S. muricatum), la berenjena (S.
melongena), el naranjillo (S. quitoense), etc. Una parte reducida del género
Solanum se encuentra conformado por especies que forman tubérculos o que
son tuberizantes (seccion Petota, subseccién Potatoe) a las que se denomina
papa. Existen alrededor de 190 especies de papa silvestre taxonémicamente
distintas, las cuales poseen un nimero base de cromosomas (x =12) y tienen un
rango que varia desde diploides (2n = 2x = 24) hasta hexaploides (2n = 6x = 72).
El género Solanum se puede encontrar desde el nivel del mar hasta los 4 000
msnm (metros sobre el nivel del mar).

Se ha calculado que hay aproximadamente unas 5000 variedades de papas
cultivadas en el mundo, la mayoria de las cuales crecen principalmente en los
Andes de Peru, Bolivia, Ecuador, Chile y Colombia. Presentan un inmenso rango
de formas, tamafios y colores, que van desde el blanco hasta el rojo y negro. En
el Banco de Germoplasma del CIP (Centro Internacional de la Papa) se
encuentran resguardados cerca del 80% de los cultivares nativos y 50% de los
parientes silvestres; sin embargo, el estatus de muchos otros todavia esta en
duda y se desconoce.

El nivel de ploidia constituye uno de los caracteres mas importantes para
reconocer las especies de papa cultivada, por lo tanto existe la necesidad de
realizar este tipo de estudios en los recursos genéticos que poseen los bancos
de germoplasma. Estimar el nivel de ploidia en papa nativa permitird a los
investigadores facilitar sus potencialidades para mejoramiento genético. Ademas
permitira estimar el potencial de los cultivares para propésitos de mejoramiento
genético permitiendo desarrollar las estrategias a seguir en la transferencia de

resistencia a enfermedades, plagas etc. a través de manipulacion de ploidia.



La papa es fuente de alimento importante para el poblador peruano, sin embargo
existe informacion limitada sobre las papas nativas cultivadas en la regién
Ayacucho, sobre todo en la zona altoandina, por ello se plantea conocer la
ploidia de los cultivares nativos de papa con el fin de aportar conocimientos para
futuras investigaciones y que esto se plasme en su mejoramiento y asi contribuir
en la seguridad alimentaria a futuro.

Objetivo General

Determinar la ploidia por contaje de cromosomas Y cloroplastos en cultivares de
papa nativa (Solanum spp) INIA Ayacucho 2018.

Objetivo Especifico

a) Determinar el nUmero cromosémico en cultivares de papa nativa.

b) Determinar el nimero de cloroplastos en cultivares de papa nativa.



Il MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Existen métodos directos e indirectos para estimar el nimero de cromosomas y
consecuentemente del nivel de ploidia de una especie vegetal. La citometria de
flujo del ADN es un método rapido y directo de conocer la ploidia de una planta a
partir de la cantidad de ADN existente en sus células, sin embargo, se necesita
de un equipamiento especial.® El conteo de cromosomas en células
meristematicas es el método inequivoco para la determinacién del nimero de
cromosomas y nivel de ploidia de una especie.?

El nimero basico de cromosomas en el género Solanum es doce (x = 12). En las
papas silvestres y cultivadas existen diferentes nimeros de ploidia, pueden ser
2n = 2x =24, 2n = 3x = 36, 2n = 4x = 48, 2n = 5x = 60, 2n = 6x = 72. El mas
importante y de gran significacion en la evolucién de las especies de papa es el
nivel tetraploide, que cubre un amplio rango de distribuciéon desde la parte
meridional de EE.UU. a la region austral y sur de Chile.?

Después de realizar el conteo de cloroplastos en células guarda y el conteo de
cromosomas en células soméaticas de punta de raiz de 30 accesiones de papa
nativa de S. tuberosum grupo Andigenum, se identificaron tres accesiones
diploides (2n = 2x= 24), que a la vez, presentaron 7 a 8 cloroplastos en las
células guarda, el resto de accesiones fueron tetraploides (2n = 4x = 48) que a
su vez, presentaron 12 a 14 cloroplastos en sus células guarda.*

2.2. Caracteristicas generales

La papa pertenece al género Solanum dentro de la familia de las solanaceas
donde también se encuentran Lycopersicon esculentum "tomate”, Capsicum spp.
“aji”’, Petunia spp. “petunia”, Cyphomandra spp. “tamarillo”, Nicotiana tabacum.
“tabaco” y ofras especies con bayas venenosas®. Solo una parte reducida del
género Solanum se encuentra conformado por especies que forman tubérculos o

tuberizantes (seccion Petota, subseccion Potatoe) a las que se denomina papa.®



La papa es un tallo subterraneo que se halla engrosado como una adaptacion
funcional como 6rgano de almacenamiento de nutrientes para la planta. Los
tubérculos pueden presentar diversas formas; pudiendo ser alargada,
redondeada u oblonga, pueden presentar diversos colores y tonalidades como:
blanco, amarillo, violeta, café, rojizo entre otros.®

Se han calculado que hay aproximadamente unas 5 000 variedades de papa
cultivadas en el mundo, la mayoria de las cuales crecen principalmente en los
Andes de Pert, Bolivia, Ecuador, Chile y Colombiia.” Presentan un inmenso
rango de formas, tamafos y colores, que van desde el blanco hasta el rojo y
negro. En el Banco de Germoplasma del CIP se encuentran conservados cerca
del 80% de los cultivares nativos y 50% de los parientes silvestres; sin embargo,
el estatus de muchos otros cultivares todavia esta en duda.’

Algunas variedades primitivas lograron ser introducidas en épocas
precolombinas hacia la zona de Chile, donde a través de miles de generaciones
lograron su adaptacion a fotoperiodos de dias largos, invierno muy frio y verano
templado-célido. La papa fue introducida en Europa en 1570, primeramente a
Espafa, de alli se dispersé a Inglaterra y el resto de Europa, luego fue
introducida a las colonias inglesas de este tiempo, después de ahi paso a Norte
América, Africa, Centro América y paises asiaticos, Japén, India y China a
mediados del Siglo XVILI.’

De todas las especies cultivadas solamente S. t. tuberosum (S. tuberosum Grupo
Chilotanum) se encuentra mundialmente distribuida, debido a su adaptacion a
dias largos, las demas estan restringidas a los paises andinos, principalmente
adaptadas a dias cortos, donde se encuentran millares de cultivares nativos.®
2.3. Ubicacion taxon6mica

Segun la clasificacion tradicional adoptada por el CIP, existen 8 especies de
papa cultivada que son: S. stenotonum (2x), S. goniocalix (2x), S. phureja (2x),
S. ajanhuiri (2x), S. juzepczsukii (3x), S. chaucha (3x), S. tuberosum (4x) y S.
curtilobum (5x). ®

Sin embargo el dltimo tratamiento taxondmico realizado, se reclasifica a la papa
cultivada en tan solo 4 especies: (i) S. tuberosum, con dos grupos de cultivares
(grupo Andigena con variedades diploides, triploides y tetraploides de los altos
Andes y grupo Chilotanum con variedades tetraploides de las tierras bajas
chilenas) (ii) S. ajanhuiri (diploide), (iii) S. juzepczsukii (triploide) y (iv) S.
curtilobum (pentaploide). ° Las especies de papas cultivadas y silvestres estan

clasificadas dentro de la siguiente posicion taxonémica.™



Reino : Vegetal
Division : Fanerbgamas

Subdivision  : Angiospermas

Clase : Dicotiledoneas
Subclase : Simpétala

Orden : Tubiflorales

Familia : Solanaceae

Género : Solanum

Especie : Solanum tuberosum.

2.4. Importancia de la papa

La papa es el cuarto cultivo alimenticio mas importante del mundo después del
maiz, el arroz y el trigo. En el afio 2017 la produccion mundial de papa fue de
341 millones de toneladas.'* Entre los principales productores mundiales de
papa se encuentra en primer lugar China, con una produccidon promedio de
68,206,679 toneladas en los ultimos 10 afos; en segundo lugar Rusia, con
33,475,791 toneladas en promedio; la India ocupa el tercer lugar con una
produccion media de 28,634,018 toneladas por afio; el cuarto lugar es ocupado
por los Estados Unidos cuya produccién promedio por afio fue 20,142,327
toneladas y finalmente ocupando el quinto lugar esta Ucrania con una
produccion media de 18,996,082 toneladas en los Ultimos 10 afios.™

A nivel nacional la papa se cultiva en 19 de los 24 departamentos del Perd,
desde el nivel del mar hasta los 4200 msnm, ubicandose principalmente entre los
2,300 y 4,100 msnm. La produccién de papa se obtiene mayormente del interior
del pais, concentrando el 98% de la produccién nacional: Puno, Junin, Cusco,
Huénuco, La Libertad, Cajamarca, Ayacucho, Apurimac, Huancavelica, Pasco,
Ancash, Arequipa, Amazonas, Ica, Tacna, Piura, Moquegua y Lambayeque;
mientras que Lima sélo representa el 2%"".

2.5. Origeny distribucion

La papa se originé en los Andes Sudamericanos y fue introducida a la dieta
europea en el Siglo XVI.*? Las primeras papas cultivadas fueron seleccionadas
entre 7,000 y 10,000 afios atras por pobladores de los Andes Sudamericanos,
segun los datos obtenidos con radiocarbono de restos fésiles de papas
encontradas en el Cafién de Chilca de la sierra peruana.*? A partir de dicha
seleccion se generaron una gran cantidad de variedades cultivadas. Este
proceso, cuando no se dio espontdneamente en la naturaleza, habria sido

llevado a cabo deliberada o inconscientemente por el poblador altiplanico.™



Al analizar el perfil genético de las papas cultivadas y especies silvestres
relacionadas mediante AFLP nucleares, se llegd a la conclusion de que la papa
nativa cultivada tiene un origen Unico o monofilético en una regién extensa al
norte del lago Titicaca (Altiplano sur peruano), a partir de los miembros peruanos
del complejo S. brevicaule'. Ante la clasificacion taxonémica futil del complejo S.
brevicaule, en dicho estudio se dio prioridad a S. bukasovi como progenitor de la
papa cultivada por ser la taxa con el nombre valido mas antiguo de este grupo.**
Como se ha mencionado, la domesticacién de las primeras papas sucedi6 en el
altiplano entre Per( y Bolivia, alrededor del lago Titicaca, dado que alli se
encuentra la mayor variabilidad genética de especies silvestres y variedades
andinas cultivadas.'® Un segundo grupo de especies nativas crece en las tierras
costeras al sur de Chile. Estos cultivares chilenos se derivaron secundariamente
de los cultivares andinos que experimentaron hibridacién natural con especies
silvestres de S. tarijense, encontradas al sur de Bolivia y norte de Argentina.*®
2.6. Diversidad y variabilidad genética

La variabilidad genética es la variacion del material genético dentro de una
poblacion determinada y es un componente de la diversidad genética. La
variacion entre poblaciones de una especie, mas la variacién dentro de las
poblaciones es la diversidad genética total. Mientras las especies pueden ser
mas o menos diversas, las caracteristicas genéticas (caracteres) dentro de las
poblaciones pueden ser mas o menos variables. Para que la seleccion natural
pueda actuar sobre un caracter, este debe ser lo suficientemente variable de tal
modo que se elija al mas adecuado y permita la supervivencia de la especie. Es
asi, como la variabilidad genética constituye la base del progreso genético.®

El mantenimiento de una amplia variabilidad y diversidad genética tiene un
elevado impacto sobre el rendimiento y la estabilidad del comportamiento de la
papa. Se propuso una teoria donde la habilidad para el rendimiento esta
asociada con la heterocigocidad. Por lo tanto, el mantenimiento de una amplia
variabilidad genética permitird una heterocigocidad maxima lo que a su vez
asegura un maximo rendimiento y estabilidad del comportamiento bajo
condiciones donde no hay control de plagas y enfermedades. Ademas, la amplia
variabilidad genética ofrece la oportunidad de incorporar genes que no se
encontraban en el germoplasma cultivado o que estaban en frecuencias bajas."’
Los agricultores de los Andes Sudamericanos mantienen mezclas de diversas

variedades en cultivo como una sabia estrategia de defensa contra los



patdgenos y/o insectos que no podran atacar con igual intensidad los diversos
genotipos.*

La serie tuberosa alberga 60 especies de papa silvestre y 8 especies de papa
cultivada de diferentes ploidias. En las papas diploide (2n = 2x = 24), S.
stenotonum es una de las especies que muestra una enorme variabilidad
geneética, cultivada en los Andes altos. La especie S. goniocalix trae muy pocas
variedades, siendo una de ellas la famosa papa amarilla de excelente calidad
culinaria del Centro del Peru. La especie S. phureja fue domesticada en la zona
de los paramos humedos y templados del norte, caracterizada por la ausencia de
latencia de sus tubérculos y también por su precocidad. En el altiplano fue
domesticada la especie S. ajanhuiri similar a las anteriores pero resistente a las
heladas, se cree que esta especie proviene de la hibridacion natural de S.
stenotonum por S. megistacrolobum.*?

Las papas triploides (2n = 3x = 36) son papas estériles por su ploidia impar, lo
cual dificulta el apareamiento de cromosomas homélogos en la meiosis. La
especie mas conocida en el Centro y Sur del Pert es S. chaucha, la cual es el
resultado de una hibridacién natural de S. tuberosum (2n = 4x = 48) por la
especie diploide S. stenotonum (2n = 2x =24). La variedad de mayor popularidad
y comercializacion es la papa huayro.' En el altiplano se cultiva intensamente
desde hace miles de afios la especie triploide S. juzecpzukii. Los clones o
variedades de esta especie son conocidas como “papas amargas” (alto
contenido del alcaloide solanina) y se cultivan en promedio sobre los 4 000
msnm de esta variedad se elabora el chufio o moraya.*® El origen y evolucién de
S. juzecpzukii es muy interesante y misterioso. Evidencias citogenéticas y
agrobotanicas indican que se origin6 en el altiplano por hibridacién natural de la
especie cultivada diploide S. stenotonum (2n = 2x = 24) y la especie altoandina
silvestre S. acaule (2n = 4x = 48)."°

Las papas tetraploides (2n = 4x = 48) estan englobadas en dos subespecies: S.
tuberosum ssp andigena y S. tuberosum ssp tuberosum. Esta especie tiene una
amplia distribucion en los Andes desde el Ecuador hasta Bolivia. Sus variedades
son de gran rendimiento y amplia adaptacion. Las papas tetraploides del grupo
Andigena se originaron por ploidizacion natural a partir de sus antecesores
primitivos diploides. Las papas tetraploides son de alto rendimiento y relativa
susceptibilidad a plagas y enfermedades.*

Las papas pentaploides (2n = 5x = 60) son recursos genéticos muy escasos Yy

todos pertenecen a la especie del altiplano S. curtilobum. Esta especie al igual



que S. juzecpzukii forma parte del acervo genético de las papas amargas y se
cultivan para la elaboracién de chufio o moraya. S. curtilobum evolucioné a partir
de hibridaciones naturales entre la papa tetraploide S. tuberosum ssp andigena y
la especie triploide S. juzecpzukii. El progenitor del grupo Andigena aportd genes
de alto rendimiento mientras que la especie triploide aporté genes de resistencia
a heladas.™

2.7. Variedades de papas nativas del Peru

En el Peru existen alrededor de 3 000 variedades de papas nativas, estas se
concentran basicamente en los Andes del Centro y Sur peruano. Segun el
Catalogo de Variedades de Papas Nativas del Perl, elaborado por el Afio
Internacional de la Papa, existen alrededor de 50 variedades de papas nativas
prometedoras desde el punto de vista comercial. Ya que presentan sabor
atractivo, rendimiento aceptable y posibilidades de cosecha en diferentes épocas
del afio. Estas papas han sido agrupadas de la siguiente manera: comerciales,
semicomerciales, con potencial de mercado y amargas.?

Las papas nativas comerciales se distribuyen regularmente en los principales
mercados nacionales de diferentes tipos, ya sea como insumo de productos
procesados, puré, papa pelada, precocida o enteras, por sus buenas cualidades
culinarias.?

Las papas nativas amargas son denominadas asi porque sus tubérculos
contienen altos niveles de alcaloides que le confiere ese sabor amargo, pero a la
vez esto constituye una defensa natural contra el ataque de plagas y una buena
capacidad de adaptacibn a las heladas. Estas papas no se consumen
directamente sino mas bien son detoxificadas y procesadas para obtener
chufio.”

2.8. Variacion en el nimero cromosomico de la papa

Cada especie tiene un numero caracteristico de cromosomas. En la naturaleza
es muy poco comun encontrar variaciones en el numero de juegos
cromosomicos (ploidia). Dentro de los cambios en el nUmero de cromosomas se
consideran las siguientes alteraciones: haploidia, poliploidia (autopoliploidia,
alopoliploidia), aneuploidia y euploidia.”* Las mutaciones causadas por la
presencia de dos 0 mas genomas en las células somaticas reciben el nombre de
euploides y, mas generalmente, el de poliploides. Los organismos que contienen
tres genomas o juegos completos de cromosomas se denominan triploides.” A

los que contienen cuatro, seies y ocho genomas se les denomina, tetraploides,



hexaploides y octoploides, respectivamente. Dentro de los euploides se pueden
considerar dos clases distintas a saber, los autopoliploides y los alopoliploides.
Los primeros son poliploides producidos por multiplicaciéon completa del nimero
normal de cromosomas de la especie; por ejemplo, un autotetraploide contiene
cuatro juegos idénticos de cromosomas. Los alopoliploides son poliploides cuyos
juegos o dotaciones repetidas no son idénticos genéticamente, por prevenir cada
juego posiblemente, de especies distintas.?

2.9. Efectos de la poliploidia en el fenotipo de papa

Los aneuploides son generalmente menos vigorosos que sus progenitores
diploides. Los individuos nulisémicos y monosémicos suelen ser viables
solamente en las especies con antecesores poliploides en las que la duplicacién
previa de cromosomas parece suplir los materiales cromosémicos que faltan.?
Sin embargo, los nulisémicos resultan cominmente letales para diploides; por el
contrario algunos poliploides pueden perder dos homdélogos de un complemento
y adn sobrevivir, mientras que los monosémicos en plantas rara vez son
funcionales. En los animales, la pérdida de un cromosoma completo resulta con
frecuencia en un desequilibrio genético, el cual se manifiesta por la mortalidad
elevada o fertilidad reducida. En algunas especies no se encuentran individuos
trisébmicos probablemente porque hasta el desequilibrio causado por un solo
cromosoma es letal.”® En las especies que toleran los cromosomas extras, la
trisomia ejerce generalmente un profundo efecto en la morfologia, especialmente
en las especies que parecen ser tipos diploides basicos. En algunas especies
poliploides como el trigo por ejemplo, el grado de tolerancia a la repeticion de
ciertos cromosomas es grande y hasta los tetrasémicos pueden ser casi
indistinguibles de las plantas diploides normales.?

Un efecto comin de la poliploidia es aumentar el tamafio de las porciones
vegetativas de la planta, que hace que los autopoliploides sean mas frondosos y
algo més vigorosos que sus progenitores correspondientes diploides. Sin
embargo, este efecto no es general y muchos autopoliploides son débiles y poco
vigorosos. Algunos investigadores creen que en cada grupo de plantas existe un
nivel 6ptimo de poliploidia. En la mayoria de los grupos este Optimo parece
alcanzar niveles bastantes bajos de autopoliploidia, pero en algunos los
octoploides o poliploides aun mas altos son todavia tipos vigorosos. Los efectos
fisiolégicos y fenotipicos de la alopoliploidia son, por lo menos, tan dificiles de

predecir como los de la autopoliploidia. Sin embargo, en general los



alopoliploides combinan més o menos entremezcladas las caracteristicas de las
especies de que se derivan.”®

2.10. Origen de poliploides en papa

La poliploidia puede surgir a través de una falla en la division reduccional de la
meiosis, durante la primera divisién (probablemente asociado con los procesos
que se llevan a cabo en la profase |, como el entrecruzamiento entre
cromatidas), asi que el esperma u o6vulo “no reducido” es diploide en lugar de
haploide. La subsiguiente fertilizacion envuelve permutaciones de uno o los dos
gametos diploides y resulta en triploidia o bien tetraploidia, respectivamente. La
poliploidia también puede surgir a través de la polispermia o de la hibridacion
interespecifica (entre especies).?* Es bien conocido que la poliploidia es es-
pecialmente frecuente en grupos hibridos, lo anterior se debe a que los hibridos
diploides tienen altas tasas de formacién de gametos no reducidos.?*

En plantas, la poliploidia puede surgir también por la llamada “duplicacion
somatica”. En este caso, las regiones meristematicas de la planta, en las cuales
se lleva a cabo el crecimiento (se encuentran cerca de las puntas de los tallos y
de las raices), pueden entrar en la profase con el nimero de cromosomas
duplicados, pero no llegan a tener una anafase normal, por lo cual las células
resultantes son tetraploides. Con el tiempo este grupo de células puede llegar a
constituir la porcion dominante en el crecimiento de una rama. La rama
tetraploide puede producir frutos de mayor tamafio que los producidos en las
ramas diploides y por lo tanto ser favorecidos por los animales (incluido el
hombre), los cuales contribuyen a su establecimiento y dispersion.?

2.11. Importancia de la poliploidia en las plantas cultivadas

Algunos autores estiman que por lo menos la tercera parte de las angiospermas
son poliploides. Entre las especies cultivadas, la proporciéon es tan grande o
mayor. Esto indica que los accidentes citologicos mencionados anteriormente
que conducen a la poliploidia son frecuentes y también indica la importancia
evolutiva de la ploidia. Puede formarse una idea de la importancia de la
poliploidia en las plantas cultivadas por la relacién que acompafia del nimero de
cromosomas en las especies cultivadas y silvestres.®

Una proporcién grande de las especies de plantas superiores son poliploides, es
asi que 36% de las angiospermas son poliploides, pero entre 70 y 80% pueden
presentar ploidia en su historia evolutiva, ademas, se alcanzan altos niveles de

ploidia en varios géneros.?®
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2.12. Estudios de cromosomas en vegetales

El nimero de cromosomas es un dato til en el estudio de una especie y en la
caracterizacion del germoplasma. Nos puede 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 citoldgicos.”

El ciclo celular, nimero y morfologia cromosémica se estudian en las células en
division de los tejidos meristematicos, el endosperma de las semillas o en el
polen. Los cromosomas se ven mejor en células de tejidos que no contengan
sustancias almacenadas. Por ello el estudio de los cromosomas se realiza
principalmente en laminas preparadas a partir del meristemo radicular, la base
de hojas jovenes, los conos de crecimiento del tallo, asi como en laminas de
polen.?®

El nUmero de cromosomas se observa mejor durante la metafase, periodo en el
cual los cromosomas estan fuertemente espiralados y permiten su observaciéon
como organelos adoptando una estructura determinada. Las mejores
observaciones se logran después de tratar los tejidos con fijadores y colorantes
especiales.?

En la actualidad se usan varias técnicas para estudiar los cromosomas en los
tejidos de las plantas. La técnica del aplastado (squash) es la mas usada por su
simplicidad y rapidez. Las etapas de pretratamiento, fijacion y tincion de las
células utilizado para la técnica de aplastado pueden variar, especialmente los
reactivos quimicos y tintes que se usan. Estas etapas dependen del estudio que
se va a realizar y funcionamiento del citélogo que la emplea.?

2.13. Contaje cromosomico

Recuento de cromosomas mitéticos de papa

Los primeros citélogos desarrollaron métodos basados principalmente en el uso
de la parafina y el corte al micrometro de secciones finas de la punta de la raiz
para la observacion de cromosomas bajo el microscopio Optico. Esta
metodologia dio buenos resultados en su tiempo, hasta la aparicion de la técnica
de aplastado de puntas de raiz con tincibn monocromética descrito por Talledo
et. al, conocido como “squash”, que consiste en un niumero de pasos a seguir
desde la obtencién de raices, hasta la observacion de los cromosomas bajo el

microscopio 6ptico.?
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Figura 1. Observacion de células en metafase de raices de papa, ploidias 2x (diploide) y
4x (tetraploide)®.

Las células de un organismo poseen cromosomas, pero estos solo son evidentes
cuando la célula se encuentra en division mitética.?® Por eso, para efectuar el
conteo de cromosomas mitéticos se deben utilizar tejidos meristematicos que se
caracterizan por encontrarse en constante mitosis, poseer ndcleos grandes y
permanecer indiferenciados. Los tejidos meristematicos localizados en la zona
apical de la raiz son los mas utilizados en citologia para el recuentro y analisis de
cromosomas mitéticos. Las raices pueden obtenerse por germinacion de las
semillas sexuales en placas de Petri bajo condiciones asépticas, o0 mediante el
enraizamiento de esquejes, brotes u 6rganos de reserva, en un sustrato
apropiado (musgo, perlite, grava, agua corriente).?

2.14. Estomas

Los estomas son aberturas o poros en la epidermis rodeada de dos células
especializadas, denominadas células guardianas u oclusivas, el poro se continta
internamente como una camara subestomatica, la cual se comunica con el
espacio intercelular del mesdfilo, los estomas pueden encontrarse tanto en
hojas, rizomas, plantas acuaticas, pétalos, estambres y gineceo.”’ La mayor
parte de la transpiracion se hace por los estomas, aun cuando el poro (ostiolo)
esta cerrado, siendo su diametro 0,2 um. El nimero de estomas por hoja varia
mucho de una especie a otra. La luz es un factor que influye en el mecanismo de
cierre y apertura de los estomas en condiciones normales de humedad,
temperatura y viento. Los cloroplastos estan rodeados por una membrana y
poseen formaciones donde se encuentra la clorofila, distribuida en el estroma,
esta arquitectura le permite a la clorofila utilizar la energia luminica, absorbiendo

fotones. Los cloroplastos de los estomas tienen una respuesta especifica a la luz
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azul, con un espectro de accion semejante a la apertura de estomas, por lo que
se piensa que interviene en la traduccion sensorial.?® La funcién principal de los
estomas es regular la pérdida de agua y el ingreso de diéxido de carbono (CO5),
pero la funcion esencial es el mantenimiento de la homeostasis de la planta, es
decir la regulacion del medio interno mientras interactia con el medio
ambiente.”

2.15. Clasificacion de los tipos de estomas

Existen diversas clasificaciones de estomas, algunas atienden a la morfologia y
otras consideran el origen ontogenético, es asi que segun vista la epidermis en
superficie, los estomas se clasifican por la morfologia que a veces coincidente
con su ontogenia.”® Algunos tipos de estomas de acuerdo al nimero de células
epidérmicas diferenciadas que acompafan a las células oclusivas y su ubicacion
respecto a éstas son:

Actinociticos: Las células anexas rodean al estoma y estan dispuestas con su
eje mayor en sentido radial respecto al centro del estoma.?

Anomociticos: No presentan células anexas o acompafiantes, es decir, las
células que rodean al estoma no presentan diferencias con las otras células
epidérmicas. Ejm. La familia Fabaceae.?

Anisociticos: Poseen tres células anexas, las tres de diferente tamafio. Ejm. La
familia Vervenaceae.?

Ciclociticos: Las células anexas en nimero mayor a cuatro, se disponen en
ciclos alrededor del estoma.”

Paraciticos: Poseen dos células anexas con su eje longitudinal paralelo al eje
longitudinal de las células oclusivas. Se observan en las familias Poaceae,
Lauraceae y otros.?

Tetraciticos: El estoma posee cuatro células subsidiarias, dos paralelas a las
células oclusivas del estoma y las otras dos en los extremos. Por ejemplo la
familia Arecaceae.”

2.16. Relacion de ploidiay caracteristicas de los estomas

Las modificaciones de los niveles de ploidia presentan una relaciébn con los
estomas; si se modifica el nimero de juegos de cromosomas, estos pueden
modificar las caracteristicas como el largo y ancho de los estomas, asi como, la
densidad estomatica de manera positiva 0 negativa y la cantidad de cloroplastos
que presentan la células guardas de los estomas.*®® Al estudiarse la relacion del

nivel de ploidia con el tamafio y densidad de los estomas, con hibridos de
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platano, se encontré que el tamafio de los estomas presenta una relacion
positiva con el nivel de ploidia pero la densidad de estomas era de forma
negativa. Se encontrd que en las células oclusivas y el numero de cloroplastos
efectivamente distingue el nivel de ploidia, concluyéndose que el nivel de ploidia
tuvo una influencia en el nimero de cloroplastos.®

|
'l
A

Figura 2. A) Partes de un estoma B) genotipo tetraploide (flecha, 12 cloroplastos en

Cloroplasto Célula guardia

A B

10 pm

célula guardia), C) genotipo diploide (flecha, 7 cloroplastos en célula guardia). Aumento
400X. Barra 10 pm.*

2.17. Densidad estomética de Solanum tuberosum

Se reportan valores de indice estomatico de cuatro accesiones de papa
(Solanum tuberosum [.), en el cual los investigadores encontraron 3 tipos de
estomas: anomocitico, anisocitico y paracitico, en ambas epidermis de la hoja
predominan los anomociticos y anisociticos, y en menor medida los paraciticos.
Los valores mas altos de Densidad Estomatica (DE), tanto en la epidermis
adaxial como abaxial, son 149,9 y 400,0 estomas/mm? respectivamente.?

2.18. Relacion ploidia cloroplastos

La relacién que existe entre la ploidia y el numero de cloroplastos es debido
principalmente a que el genoma extranuclear que poseen los cloroplastos es
suplemento del genoma nuclear, por lo cual mientras mayor sea el nivel de
ploidia de la especie, mayor sera la cantidad de cloroplastos que complementen
la informacion genética.®

El promedio del numero de cloroplastos puede dar una aproximacion de la

posible ploidia que presenta la papa.
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Figura 3. Promedio del nimero de cloroplastos y su posible ploidia®*.
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. MATERIALES Y METODOS

3.1. Tubérculos de cultivares de papa nativa

El material biolégico empleado fueron tubérculos de 150 cultivares de papa

nativa (raices tiernas y hojas bien establecidas) de la coleccion de la Estacion

Experimental Agraria “Canaan” perteneciente al INIA-Ayacucho, como parte del

proyecto: N° 016_PI: “Desarrollo de variedades de papa mejorada y nativa para

consumo directo y procesamiento, con calidad nutricional, adecuadas al cambio

climatico”. Dichos tubérculos presentaron entre 2-3 meses de haber sido

cosechados.

3.2. Siembra de tubérculos y Contaje de cromosomas en meristemo apical
de laraiz de cultivares de papa nativa

Se realiz6 en el Laboratorio de Cultivo In vitro de Papa de la Estacion

Experimental Agraria “Canaan” y también en el Laboratorio de Biotecnologia de

la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Nacional de San Cristébal

de Huamanga de acuerdo al Manual Técnico. Biologia Reproductiva y

Citogenética de la Papa.*

a) Enraizamiento

Para el enraizamiento se utilizaron 3 tubérculos de cada accesion que se

sembraron en macetas dentro del invernadero de la Estacion Experimental

Agraria “Canaan’.

b) Pretratamiento

Utilizando una pinza de punta fina se colectaron las puntas de las raices (1 cm)

en un nimero de 5-6 raices de cada muestra, se realiz el lavado de las mismas

en agua destilada, luego se colocé en tubos Eppendorf® con 0,3 ml de 8-

hidroxiquinoleina al 0,002M por espacio de 5 h a 4 °C.

c) Hidrolisis

Se retir6 el 8-hidroxiquinoleina de los tubos con las muestras, se lavé con agua

destilada y se afiadié HCI 1N precalentado a 60 °C y se incubd 8 min a la misma
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temperatura. Transcurrido el tiempo de hidrdlisis se procedio6 a lavar el &cido con
agua destilada.
d) Tincidn
Las raices lavadas se sumergieron en orceina-acética al 2% por un tiempo de 15
min.
e) Squash
Sobre una lamina porta objetos se colocaron las raices (aproximadamente 3) y
con la ayuda de un bisturi se corté 1-2 mm de la punta de las raices, se afadio 1
gota del colorante y se cubrié con una laminilla cubreobjetos, se realiz6 una
presion de tal manera que el tejido radicular fue aplastado y sobre todo se evit
movimientos laterales. Se observé al microscopio con el objetivo de mayor
aumento a 100X, se fotografi6 y se reportd el numero de cromosomas
metafasicos presentes en 6 células de cada muestra.
3.3. Contaje de cloroplastos en el mesoéfilo de foliolos del envés de las
hojas de cultivares de papa nativa
Para el conteo de cloroplastos se utilizé también el método descrito en el Manual
Técnico. Biologia Reproductiva y Citogenética de la Papa.®
En el invernadero se sembraron tubérculos en macetas con tierra negra, se rego
periddicamente hasta la formacion de hojas bien establecidas, luego se
colectaron los foliolos terminales de la planta y se coloc6 en un recipiente con
papel toalla humedecido con agua, con ayuda de una pinza fina se obtuvo el
tejido epidérmico del envés de la hoja, de la zona proxima a las nervaduras e
inmediatamente se coloc6 sobre una lamina portaobjetos donde previamente se
colocaron una a dos gotas de lugol, luego se volvié a colocar muy suavemente
sobre la muestra otras dos gotas de lugol y se cubri6 suavemente con una
laminilla cubreobjetos. La preparacion se examind bajo el microscopio éptico con
el objetivo de 40X, el contaje de cloroplastos se realizé en una de las células

guarda de los estomas.
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IV. RESULTADOS
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Genotipo diploide Genotipo diploide
codigo: ACC 52 codigo: ACC 52

Cloroplastos

Cromosomas

Célula guarda

Numeracién de 24 cromosomas metafasicos Numeraciéon de 6 Clorop'astos en una célula

guardiana

Figura 4. Nomero de cromosomas metafasicos y niumero de cloroplastos en cultivares

de papa nativa. Se indica el codigo respectivo y su nivel de ploidia correspondiente.
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Genotipo triploide Genotipo triploide
codigo: ACC 106 codigo: ACC 106

Célula guardiana

Numeracién de 9 cloroplastos en una célula

Numeracién de 36 cromosomas metafasicos
guardiana del estoma: . /o

Figura 5. Nomero de cromosomas metafasicos y nimero de cloroplastos en cultivares

de papa nativa. Se indica el codigo respectivo y su nivel de ploidia correspondiente.
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Genotipo tetraploide Genotipo tetraploide
codigo: ACC74

codigo: ACC 74

Numeracién de 48 cromosomas metafasicos Numeracién de 13 cloroplastos en una célula
guardiana del estoma

Figura 6. Nomero de cromosomas metafasicos y niumero de cloroplastos en cultivares

de papa nativa. Se indica el codigo respectivo y su nivel de ploidia (tetraploide).
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Tabla 1. Niveles de ploidia, numero de cultivares y porcentaje de ploidia tras el conteo
del nimero de cromosomas Y cloroplastos de 150 cultivares de papa nativa.

Niveles de ploidia Ndmero de cultivares % de ploidia
2n= 2x 133 88,7
2n=3x 15 10,0
2n=4x 2 2
Total 150 100
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Tabla 2. Niveles de ploidia y promedio del niumero de cloroplastos del meséfilo de

foliolos de 150 cultivares de papa nativa.

Niveles de ploidia Promedio del numero de cloroplastos
2n=2x 8+0.97
2n=3x 11+1.37
2n=4x 13+0.12
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V. DISCUSION

De los 150 cultivares de papa nativa fue posible conocer la ploidia de la totalidad
de las muestras por el método del conteo de cromosomas metafasicos y el
conteo de cloroplastos de los estomas del mesdfilo de los foliolos, de los cuales
se obtuvo que 133 (88.7%) cultivares nativos de papa son diploides, 15 (10.0%)
son triploides y 2 (1.3%) son tetraploides. EI método del “squash” para la
determinacion de nivel de ploidia®® demostré ser eficiente para estimar el nivel de
ploidia de los cultivares nativos de papa. Sin embargo; existen métodos directos
e indirectos alternativos para estimar el ndamero de cromosomas Yy
consecuentemente el nivel de ploidia de una especie vegetal, uno de ellos es por
Citometria de Flujo.® A pesar de ello el conteo de cromosomas en células
meristematicas es el método inequivoco para la determinacién del nimero de
cromosomas y nivel de ploidia de una especie.?

Existen 8 especies de papa cultivada que son: S. stenotonum (2x), S. goniocalix
(2x), S. phureja (2x), S. ajanhuiri (2x), S. juzepczsukii (3x), S. chaucha (3x), S.
tuberosum (4x) y S. curtilobum (5x). Dentro de esta clasificacion se encuentran
los cultivares de papa nativa de la sierra central y sur del Per(.?

Sin embargo; en la Ultima revision taxonémica realizada se reclasifica a la papa
cultivada en tan solo 4 especies: (i) S. tuberosum, con dos grupos de cultivares
(grupo Andigena con variedades diploides, triploides y tetraploides de los altos
Andes y grupo Chilotanum con variedades tetraploides de las tierras bajas
chilenas); (ii) S. ajanhuiri (diploide), (iii) S. juzepczsukii (triploide) y (iv) S.
curtilobum (pentaploide)®. Por lo cual los cultivares de papa nativa de la
coleccion de la Estacion Experimental Agraria “canaan” posiblemente sean del
grupo Andigena pues presentan las mismas ploidias halladas; diploide, triploide
y tetraploide.

Los resultados presentados en la Tabla 1. evidencian la presencia de una mayor

cantidad de cultivares de papa nativa diploide (2n = 2x = 24) en las muestras
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analizadas. Después de realizar el conteo de cloroplastos en células guarda y el
conteo de cromosomas metafasicos en células sométicas de punta de raiz de 30
accesiones de papa nativa S. tuberosum grupo Andigenum, identifico tres
accesiones diploides (2n=2x=24), que a la vez, presentaron 7 a 8 cloroplastos en
las células guarda, el resto de accesiones fueron tetraploides (2n=4x=48) que a
su vez, presentaron 12 a 14 cloroplastos en sus células guarda.® Estos
resultados son similares con lo hallado debido a que para la zona altoandina de
Peru se ha reportado mayor cantidad de papas con genotipo diploide.

Las papas diploides (2n = 2x = 24) de la especie S. stenotonum, cultivada en la
zona Altoandina, es una de las especies que muestra una enorme variabilidad
genética. La especie S. goniocalix trae muy pocas variedades, siendo una de
ellas la famosa “papa amarilla” de excelente calidad culinaria del centro del Peru.
La especie S. phureja fue domesticada en la zona de los paramos humedos y
templados del norte, caracterizado por la ausencia de latencia de sus tubérculos
y también por su precocidad. En el altiplano fue domesticada la especie S.
ajanhuiri similar a las anteriores pero resistente a las heladas, se cree gue esta
especie proviene de la hibridacibn natural de S. stenotonum por S.
megistacrolobum.*® El tamafio de estos tubérculos es pequefio con diferentes
texturas y color externo variado.

Las papas triploides (2n = 3x = 36) son papas estériles por su ploidia impar, lo
cual dificulta el apareamiento de cromosomas homdlogos en la meiosis. La
especie mas conaocida en el Centro y Sur del Perl es S. chaucha, la cual es el
resultado de una hibridacion natural de S. tuberosum (2n=4x=48) por la especie
diploide S. stenotonum (2n=2x=24). La variedad de mayor popularidad y
comercializacién es la papa “huayro”®. En el altiplano se cultiva intensamente
desde hace miles de afios la especie triploide S. juzecpzukii. Los clones o
variedades de esta especie son conocidas como “papas amargas” (alto
contenido de solanina) y se cultivan en promedio los 4 000 m.s.n.m. de esta
variedad se elabora el chufio y la moraya.” El origen y evolucion de S.
juzecpzukii es muy interesante y misterioso. Evidencias citogenéticas vy
agrobotanicas indican que se originé en el altiplano por hibridacién natural de la
especie cultivada diploide S. stenotonum (2n = 2x = 24) y la especie altoandina
silvestre S. acaule (2n = 4x = 48).'° Se debe sefialar que los tubérculos de estos
cultivares presentan un tamafio relativamente mayor que los diploides.

Las papas tetraploides (2n = 4x = 48) estan englobadas en dos subespecies: S.

tuberosum ssp andigena y S. tuberosum ssp tuberosum. Esta especie tiene una
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amplia distribucién en los Andes desde el Ecuador hasta Bolivia. Sus variedades
son de gran rendimiento y amplia adaptacion. Las papas tetraploides Andigena
se originaron por ploidizacion natural a partir de sus antecesores primitivos
diploides. Las papas tetraploides son de alto rendimiento y relativa
susceptibilidad a plagas y enfermedades®®. Se debe mencionar que el tamafio de
sus tubérculos es mucho mayor que los triploides y sobre todo en comparacion
con los diploides.™

El efecto que puede manifestar la poliploidia es aumentar el tamafio de las
porciones vegetativas de la planta, que hace que los autopoliploides sean mas
frondosos y algo mas vigorosos que sus progenitores correspondientes
diploides. Sin embargo, este efecto no es general y muchos autopoliploides son
débiles y pocos vigorosos. Algunos investigadores creen que en cada grupo de
plantas existe un nivel 6ptimo de poliploidia; en el caso de la papa el nivel
tetraploide. En la mayoria de los grupos este 6ptimo parece alcanzar niveles
bastantes bajos de autopoliploidia, pero en algunos los octoploides o poliploides
aun mas altos son todavia tipos vigorosos. Los efectos fisiologicos y fenotipicos
de la alopoliploidia son, por lo menos, tan dificiles de predecir como los de la
autopoliploidia. Sin embargo, en general los alopoliploides combinan mas o
menos entremezcladas las caracteristicas de las especies de que se derivan.”
Un fendbmeno ocurrido es que se observaron células con 37 y 38 cromosomas.
Estos resultados posiblemente se deben a artefactos sueltos de la técnica
empleada, o a la fragmentacién de los cromosomas, un cromosoma en el caso
de 37 y dos cromosomas en el caso de 38. Otra causa podria ser la eventual
ruptura de la pared celular ocasionando la dispersion y mezcla de los
cromosomas. Otra causa es que pudo haberse producido una trisomia en un par
para el caso de 37 cromosomas, y una duplicacion para el caso de 38
cromosomas.

La cantidad de cloroplastos en una célula guardiana de un estoma es variable
respecto a cloroplastos de otros estomas de la misma hoja, sin embargo estos
datos son complementarios al conteo del nimero de cromosomas metafésicos,
lo que nos da una aproximacion mayor de certeza del nivel de ploidia
verdadero.*

La relacién que existe entre la ploidia y el nimero de cloroplastos es debido
principalmente a que el genoma extranuclear que poseen los cloroplastos es

suplemento del genoma nuclear, por lo cual mientras mayor sea el nivel de
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ploidia de la especie, mayor seréa la cantidad de cloroplastos que complementen

la informacion genética.®
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1.

VI. CONCLUSIONES

A partir de 150 cultivares de papa nativa, se determiné que 133 cultivares
son diploides (2n = 2x = 24), (88.7%), 15 son triploides (2n = 3x = 36),
(10.0%) y 2 son tetraploides (2n = 4x = 48), (1.3%), con promedio 8+0.97,
11+1.37 y 13+0.12 cloroplastos para niveles de ploidia diploide, triploide y
tetraploide respectivamente.

El nimero cromosémico de los 150 cultivares de papa nativa de la Estacion
Experimental Agraria “Canaan” presentaron 24 cromosomas para los
diploides, las papas triploides presentan 36 cromosomas Y los triploides 48
cromosomas.

El nimero de cloroplastos de los cultivares de papa nativa de la Estacion
Experimental Agraria “Canaan” presentaron en promedio 8+0.97
cloroplastos en una célula guardiana para el caso de los diploides, para los
triploides 11+1.37 cloroplastos y los tetraploides 13+0.12 cloroplastos en una

célula guardiana.
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VIl. RECOMENDACIONES

Proteger los reactivos empleados en el tratamiento de las muestras, esto
debido a que variaciones en su composicién, concentracion y la exposiciéon a
la luz sobre todo del reactivo 8-hidroxiquinoleina pueden alterar la accion
esperada de dichos reactivos sobre las muestras tratadas.

Realizar un correcto y adecuado Squash evitando sobre todo realizar
movimientos laterales como también evitar ejercer excesiva presion sobre el
portaobjetos, dicha acciébn logra obtener una mejor imagen bajo el
microscopio.

Iniciar el pretratamiento en horas de la mafiana entre las 08 am y 11 am, con
el fin de retener la mayor cantidad de procesos mitéticos en el meristemo

apical de la raiz.
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Anexo 1. Preparacion del reactivo 8-hidroxiquinoleina 0.002 M

Pesar 0,29 g de 8-Hidroxiquinoleina y disolver en 25 ml del solvente escogido
(generalmente alcohol) y se agrega el agua destilada poco a poco haciéndola
deslizar muy lentamente por una bagueta o vara de vidrio, evitando la
precipitacion de solucion hasta completar 1 I. Usar un frasco oscuro y guardar a
medio ambiente. Tratamiento por un minimo de 3 horas, lo 6ptimo seria 5 horas
a 15 °C.
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Anexo 2. Preparacién de la solucién Kl — | (Lugol)

Pesar 1 gr de Kl (loduro de Potasio), pesar 1 gr de | (lodo), ambos reactivos
disolver en 100 ml de Etanol al 70%, guardar en frasco oscuro.

Anexo 3. Preparacion de la soluciéon Lacto-propionico orceina

Disolver 1 g de orceina en una mezcla de 23 ml de acido lactico y 23 ml de acido
propidnico a temperatura ambiente, completar a 100 ml con agua destilada,
agitar bien vy filtrar, NOTA: Para obtener buenos resultados es necesario tener
muy buenas raices, finas, no muy gruesas; las plantas deben estar en perfecto

estado de desarrollo.
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Anexo 4. Proceso de metodologia para el contaje de cromosomas metafasicos en el meristemo apical de la raiz de tubérculos de
cultivares de papa nativa.

Extraccion de  muestras de Siembra de tubérculos de papa en Coleccion de 5-6 raices de
tubérculos de cultivares nativos de mazetas dentro del Invernadero tubérculos, lavar en H,0
papa del banco de germoplasma de la estacién experimental destilada

de INIA Ayacucho. Cannan Ayacucho.

am-B°

Sumergir en  Lactopropidnico- Colocar 5-6 raices en tubos Eppendorf
orceina /15 min, cortar 1-2 mmde con 8-hidroxiquinoleina no menos de 5
i o ~ .
Observar al microscopio con el la punta de la raiz, realizar el ho:as a 4’ C. lavar y anad|: HCL 1N a
objetivo de 100X, contabilizar los Squash. 60° C, incubar a la misma T° / 8 min. y
cromosomas metafasicos. ) lavar.
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Anexo 5. Proceso de metodologia para el conteo de cloroplastos en los estomas de los foliolos de cultivares de papa nativa.

T—
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Anexo 6. Imagen de cromosomas metafasicos de una célula del meristemo

apical de la raiz de cultivares de papa nativa, cédigo: ACC 52, genotipo diploide.
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Anexo 7. Imagen de cloroplastos de una célula guardiana de un estoma del
mesofilo de foliolos de cultivares de papa nativa, cédigo: ACC 52, genotipo

diploide.
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Anexo 8. Imagen de cromosomas metafasicos de una célula del meristemo
apical de la raiz de cultivares de papa nativa, codigo: ACC 106, genotipo

triploide.
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Anexo 9. Imagen de cloroplastos de una célula guardiana de un estoma del
mesofilo de foliolos de cultivares de papa nativa, cédigo: ACC 106, genotipo

triploide.
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Anexo 10. Imagen de cromosomas metafasicos de una célula del meristemo
apical de la raiz de cultivares de papa nativa, cddigo: ACC 74, genotipo

tetraploide.
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Anexo 11. Imagen de cloroplastos de una célula guardiana de un estoma del
mesofilo de foliolos de cultivares de papa nativa, cédigo: ACC 74, genotipo

tetraploide.
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Anexo 12. Fotografia de la coleccién de cultivares de papa nativa de la Estacion

Experimental Agraria “cannan”, INIA Ayacucho.
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Anexo 13. Fotografia de plantas de la coleccién de cultivares de papa nativa,
cultivadas en el invernadero de la Estacion Experimental Agraria “cannan”, INIA

Ayacucho.
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Anexo 14. Numero de cromosomas Yy cloroplastos diploides de cultivares de

papa nativa.
NUMERO DE CROMOSOMAS NUMERO DE CLOROPLASTOS
CODIGO| RAIZ1 RAIZ 2 HOJA 1 HOJA 2
ci[cz]c3|ci][cz2[c3| X |N°|PLOIDIA [C1[C2[C3|Cc1[C2[C3]| X |N°
ACC17 [25(26 |26 |25 |26 |24 25|24 2n 8|87 71977 8
ACC19 [24 |24 |24 |24 |24 |24 (2424 2n 717198 |8|7|77]| 8
ACC21 [24 |22 |25 25|22 |23 (24|24 2n 719l9|8|7|8|80]| 8
ACC22 [24 |24 [23 23|24 |25[24]24] 2n 10/ 8|8 (11|88 |88 9
ACC23 |24 |24 24|23 |24 |24 [24]24] 2n 7|8|[8|8|8|78] 8
ACC24 [24|25(26 |23 |22 23 [24[24] 2n 8|5 |10{10|{ 9|7 |82]| 8
ACC26 [23 |24 (2324|2423 [24]24] 2n 11|9|8|7|6|8|82]| 8
ACC27 |24 |24 |25|25|25 |24 |25|24] 2n g8|8|9|10|7|7|82]| 8
ACC28 |24 |24 24|23 |24 (24 [24]24] 2n 8|8[9]10]7|8|83] 8
ACC30 (24|24 (23|24 |23 (24 (24[24| 2n 71787 |8|7|73]7
ACC31 [24 |24 (26|26 |25 (26 [25[24] 2n 77|78 |8|7|73]|7
ACC32 [24 |24 |24 |25 |24 |24 |24|24] 2n 89|77 |11|11|88| 9
ACC34 [22 |24 |21 25|24 [22]23[24| 2n 6|6[8|7]|7|7]|68] 7
ACC36 [24|23[22 22|24 [24(23[24| 2n 7167887727
ACC38 [26 |28 |24 |26 |24 |26 [26[24] 2n 9|8|8s|7|10|/8|83]| 8
ACC39 [23[24 (2324|2423 [24]24] 2n 6|l6|l9|8|6|7]|70]7
ACCH51 |24 |24 (23|24 |24 (24 ]24]24] 2n g8|8|6|9]|7|6|73]7
ACCB52 [24 |23 (25|24 |24 |24 [24]24] 2n s5|o9f[7]e6e|7|7]|68] 7
ACC53 [24 (23 (24|21 |24 |24 [23]24] 2n 6|l6|ol7|7]|8|72]7
ACC54 [24 |24 [25|23 |25 (24 [24]24] 2n 717198 |7|8|77]| 8
ACC55 [23 (2324 |24 |24 (24 (24]24] 2n 9|7 [10[8]9|9|87] 9
ACC56 |24 |24 |24 (24242424124 2n g8|9f10[9]910[92] 9
ACC57 [24[23[24 23|23 |24 [24]24] 2n 7|7l10]6|7|7|73]|7
ACC58 [24 (23 (24|24 |23 |24 [24]24] 2n 7|10/ 8|7 |12|7 |85 9
ACC59 [24 |24 |25|25 |24 |25[25[24] 2n 8 14| 8|7 [10|12| 9.8 |10
ACC61 |22 |24 (22|23 [23[21[23[24] 2n 77867 |7|70] 7
ACC64 |24 |24 |24 |24 |24 |24 ]24]24] 2n 10/ 9|10 9 [11] 9 |97 ]10
ACC66 [23[23[24 252523 [24(24] 2n 717198 |7|7]|75] 8
ACCG67 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24]24] 2n 6|7|7]|6|7|7|67]|7
ACC68 |24 2224|2423 (24 [24]24] 2n 10(10] 8|89 |7 |87 9
ACC71 [24]26[25|25 |26 |25[25[24] 2n 7|7]8|8|8|77] 8
ACC72 [24 |24 2524|2524 [24]24] 2n 6|9|8|8|7]|77] 8
ACC75 [24 |24 (2324|2423 [24]24] 2n 10/9|(8|9|7|8|85]| 9
ACC77 |24 )26 (24|24 |23 (24 [24]24] 2n 16| 7|8 |10] 8 [15[10.7]11
ACC78 [23 |24 (23|23 |25(24[24[24] 2n 10/8[8|8|7|6|78] 8
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ACC79 |26 |23 (25|23 |24 (24 |24|24 2n 9|7 /|8 (8|7 |7 |77 8
ACC81 |24 (24 |24 |23 |24 |24 |24 |24 2n 88|15/ 7|8 |8 90| 9
ACC 82 |24 (24 |24 |23 |23 |25 (24|24 2n 8|8 |7 |7 |7 |7 |73]| 7
ACCB83 |24 |22 (23|23 |24 |24 |23|24 2n 58|77 |7|6]|67|7
ACCB84 |26 |26 |28 |26 |26 |26 |26|24 2n 7 (13|10 7 | 8 | 8|88 9
ACCB85 |24 (25|23 |26 |23 |24 |24 |24 2n 91710/ 8|9|8|85]| 9
ACCB86 |22 (24 |22 |23 23|24 (23|24 2n 717|188 |8|7|75]| 8
ACCB87 |22 |24 (22|21 |23 |22 |22]|24 2n 81998 |8 |7 |82]| 8
ACCB88 |26 |28 |26 |26 |26 |24 |26|24 2n 1076 |8 |7 |7]|75]| 8
ACCB89 |24 |24 (23|24 |25 |23 |24|24 2n 9|7 /|8 |8 |7 |8|78]| 8
ACCO0 |24 |24 (24|25 |24 |24 |24|24 2n 7169769737
ACCO1 |25 |25 (24|23 |23 (24 |24|24 2n 8 15| 7 |8 |8 |8 |90| 9
ACCO2 |24 |24 |24 |24 |24 |24 24|24 2n 7\7 |\ 7|7 |7 |7]|70|7
ACCO93 |22 |21 (20|25 |23 |24 |23|24 2n 91976 |7 |8|77| 8
ACCO94 |25 |26 (23 |25|23 (23 |24|24 2n 88|79 |9|7/|80]| 8
ACCO95 |23 |24 (22|23 |22 |24 |23|24 2n 6|6 |7 |6 |8 |7]|67|7
ACCO6 |24 |24 (24 |24 |23 |24 |24|24 2n 98|10/ 9 |8 |7 |85 9
ACCO7 |24 |23 (23|24 |23 (24 |24|24 2n 8|7 |96 |7 |7 |73|7
ACCO98 |25 |25 (23|22 |22 |23 |23|24 2n 5|/4|6|6|4|5|50|5
ACCO99 |23 |23 (24|24 |25 (23 |24|24 2n 6 |7 |7 |7 |7 |7]|68]|7
ACC 101 |24 |24 |22 |24 |24 |24 |24 |24 2n 5113/ 8 |6 |8 |7 |78]| 8
ACC 102 |23 (23 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 8|10/ 8 |7 |8|8|82]| 8
ACC 103 |24 |24 |24 |23 |22 |24 |24|24 2n 7|7 (12,8 |7 |8 |82]| 8
ACC 104 |22 |25 (21|23 |22 |25 |23|24 2n 7T\7 |97 |7 |7 |73|7
ACC 10524 (24 |24 |24 |24 |23 |24 |24 2n 8|7 |7 |7 |8 |7 |73]| 7
ACC 107 |23 |23 |24 |24 |23 |23 |23 |24 2n 88|99 |13|14|10.2|10
ACC 108 |24 (24 |26 |23 |24 |24 |24 |24 2n 71619187 |6 |72]|7
ACC 109 |23 |24 |24 |22 |23 |24 |23|24 2n 777|899 ]|78]| 8
ACC 110 (24 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 1119|188 |10| 7|88 9
ACC 111 |24 (24 |25 |26 |25 |24 |25 |24 2n 8|7 |7 |7 |7 |8 |73]| 7
ACC 112 |24 |24 |23 |24 |23 |24 |24 |24 2n 88|78 |8|8|78]| 8
ACC 113 |24 |24 |23 |22 |24 |24 |24 |24 2n 8|6 |8 |5 |8 |8|72|7
ACC 114|124 |24 |25 |26 |24 |24 |25|24 2n 7197869778
ACC 11524 |23 |24 |24 |24 |23 |24 |24 2n 7196107 |8 |78 8
ACC 117 |23 |23 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 6 |7 |7 |7 |7]|7/|68]| 7
ACC 11825 |23 (20 |25 |24 |23 23|24 2n 717|147 |7 |7 |82]| 8
ACC 120 (24 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 6|6 |58 |7 |7]|65|7
ACC 121 |25 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 88|76 |6 |7|70]| 7
ACC 12322 (22 |23 |24 |23 |25 |23 |24 2n 919|718 |8|8|82]| 8
ACC 124|124 |23 (23 |24 |24 |24 |24 |24 2n 8|8 |87 |8 |7 |77]|8
ACC 12524 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 1071997 |8|83]| 8
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ACC 127 |25 |24 |24 |24 |25 |24 |24 |24 2n 1119 | 8|9 (16|17 |11.7|12
ACC 128 |24 |23 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 918191919988 9
ACC 129 |22 (24 |24 |22 |24 |24 |23 |24 2n 9/8|8[8|8|8|82]| 8
ACC 13026 |25 |25 |24 |24 |24 |25|24 2n 07|77 |8 |7 |77]| 8
ACC 13123 |24 |24 |25 |22 |23 |24 |24 2n 9191819199 (88| 9
ACC 137 |24 |24 |23 |26 |24 |24 |24 |24 2n 8127 |7 |6 |8 |80)| 8
ACC 14122 |23 |24 |23 |24 |24 |23 |24 2n 96 |7 (10,8 |7 |78 8
ACC 142 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 7/6 89|87 |75 8
ACC 144 |22 |22 |24 |23 |22 |23 |23|24 2n 7197197 ]9]|80]| 8
ACC 14522 |24 |21 |20 |24 |24 |23|24 2n 6|8 |7 8|69 |73|7
ACC 146|123 |24 |23 |24 |24 |23 |24 |24 2n 118|107 |9 |7 |87]| 9
ACC 162|124 |24 |23 |24 |23 |24 |24 |24 2n 6|6 |78 |8|7]|70|7
ACC 16524 |24 |24 |24 |23 |23 |24 |24 2n 7|7|7|8|8 8|75 8
ACC 167 |24 |24 |25 |25 |26 |23 |25|24 2n 8191919199 |88]| 9
ACC 168 |24 |24 |23 |24 |24 |24 |24 |24 2n 7T|\7 |\ 7|7 |7 |8|72|7
ACC 169 (24 (24 |24 |24 |24 |25 |24 |24 2n 91919191919 ]90]| 9
ACC 17023 |23 |22 |23 |24 |25 |23|24 2n 8|8 |78 |7 8|77 8
ACC 171 |24 |24 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 8/8|8|7|8|8|78]| 8
ACC 176|123 |23 22|23 |22 |22 |23|24 2n 8198|889 |83]| 8
ACC 177|122 |24 |22 |23 |22 |24 |23|24 2n 7/6 |86 |8 |8|72|7
ACC 18623 |24 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 6|7 |7 |8|6|7]|68|7
ACC 187 |24 |22 |22 |23 |23 |24 |23 |24 2n 717|877 |7 |72 7
ACC 18923 |23 (24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 97|59 |8 |8|77| 8
ACC 19024 |24 |23 |24 |24 |24 |24 |24 2n 6|7 |7 |8|8|6|70|7
ACC 191 |24 (23 |22 |24 |24 |23 |23 |24 2n 919|187 |7 |7|78]| 8
ACC 192 |20 (24 |23 |23 |22 |23 |23 |24 2n 718|718 |5|8|72]|7
ACC 193 |24 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 8 22|11 17| 7 | 8 |12.2|12
ACC 194 |24 |24 |24 |25 |24 |24 |24 |24 2n 77|97 |86 |73|7
ACC 19525 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 7|7 (1710|114 | 8 |105(11
ACC 199 (24 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 7110197 |8|8|82]| 8
ACC 200 (21 (23 |24 |24 |23 |24 |23 |24 2n 151916198 |7]90| 9
ACC 201 (24 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 7/8|6 9|86 |73|7
ACC 202|121 |23 |24 |24 |23 |24 |23|24 2n 8|8 |7 |8 |8|10[82]| 8
ACC 203 |24 (23 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 86|97 |10|7 |78 8
ACC 204 |24 |24 |24 |25 |25 |24 |24 |24 2n 8/8|88|8|8|80]| 8
ACC 205|124 |24 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 711|118 |8 | 8|88 9
ACC 207 |23 |24 |24 |22 |23 |24 |23|24 2n 8|/8|8|9|8|8|82]| 8
ACC 208 |24 (23 |24 |22 |24 |24 |24 |24 2n 9 9(8 |7 |7 |78 8
ACC 210 (24 (24 |24 |24 |24 |23 |24 |24 2n 6 |7|8|7|6|7|68]|7
ACC 211 |24 |24 |24 |23 |24 |24 |24|24 2n 7/8|6|9|16]8 90| 9
ACC 212|124 |24 |24 |23 |24 |24 |24 |24 2n 8112/ 8 |9 |88 |88]| 9

53




ACC 213 |22 |25 (23 |24 |23 |22 |23|24 2n |7 |7 |7 |7 |7 |72|7
ACC 221 |24 |23 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 98| 7|7|8|8|78]| 8
ACC 22524 (24 |24 |25 |24 |24 |24 |24 2n 919181919 ]9|88]| 9
ACC 227|124 |23 |24 |24 |24 |25 |24 |24 2n 7/8|7|7|8|8|75]|8
ACC 228 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 8|8 |7 |7 |8 8|77 8
ACC 229 (24 (24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 71781118 |8 82| 8
ACC 230 (24 (24 |23 |24 |24 |24 |24 |24 2n 8|7 |7 |7|8|10|78]| 8
ACC 23123 |23 (24 |24 |24 |24 24|24 2n 7/5|8|6|7|6|65|7
ACC 233|123 |23 (23 |24 |24 |24 |24|24 2n 7178 9|7 1]78]| 8
ACC235 |24 |24 |24 |23 |24 |24 |24 |24 2n 6|5|8|6|7|9]|68]|7
ACC 237|123 |23 (22 |24 |24 |24 |23|24 2n 8 10| 7 (12| 9 |10 93| 9
ACC 23824 |24 |24 |24 |24 |23 |24 |24 2n 7110/ 8 | 9 (10| 7 |85 | 9
ACC 242 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 |24 2n 7/8|7|8|8 8|77 8
ACC 244 |24 |24 |25 |24 |24 |24 |24 |24 2n 7|7 |77 |88 |73|7
ACC 249 |24 |24 |24 |24 |23 |24 |24 |24 2n 9|8 |6 |7 |86 |73|7
ACC 27923 |24 |24 |23 |24 |24 |24 |24 2n 108|116 | 7| 9|85]| 9
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Anexo 15. Namero de cromosomas Yy cloroplastos triploides de cultivares de

papa nativa.

NUMERO DE CROMOSOMAS NUMERO DE CLOROPLASTOS
CODIGO| RAIZ1 RAIZ 2 HOJA 1 HOJA 2
ci[cz]c3|ci][cz2[c3| X |N°|PLOIDIA|[C1[C2[C3|cCc1[C2[C3]| X |N°
ACC60 [35(36 |37 (353537 [36[36] 3X 14 [11]13[13[13[14 [13.0[13
ACC62 [35[36 (37 (353536 (36[36] 3X 14 [11]11]10] 12|11 |125]12
ACC65 [34[36[33[34[34(36(35[36] 3X g8|6|8|6|9|7|73]|7
ACC69 [36[32[33[34[35(35(34[36] 3X 11119 [17] 9 [11[12.3]11
ACC 10636 |35 35 |34 [35 |35 [35[36| 3X 9|10{9[12|9|9|95]10
ACC122(36 |36 |35 [35 |36 |37 [36[36] 3X 121112 (11|12 |10 |11.3|11
ACC 134(35 (36 [36 [34 [36 [35[35[36] 3X 10(10| 9 {12] 9 |10|10.0|10
ACC 139(36 |36 |37 |36 [36 |36 [36[36] 3X 121312 (11|10 (10 |11.3|11
ACC 143[35 (34 [36 |36 [36 |35 (35[36] 3X 111211121211 |125]12
ACC 184 (36 |36 |35 |35 |36 |36 [36[36] 3X 10 (13|10 (11| 15|13 |12.0|12
ACC 185(36 |35 |36 |36 [36 |37 [36[36] 3X 11|10 |14 |10| 15|13 |12.2|12
ACC209(37 |35 (34 [34[35(34[35[36] 3X 10 (10| 10| 10|11 |10 |10.2|10
ACC214(35 (36 [36 |35 |37 |36 [36[36] 3X 9|9 |10[12| 9 |10 9.8 |10
ACC 224(36 |35 |36 |36 |36 |36 [36[36] 3X 12|12 1110|1211 [12.3|11
ACC234(38 (34 (34 (36|34 |35(35[36] 3X 101211 (12|14 |10 |11.5|12
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Anexo 16. Numero de cromosomas Yy cloroplastos tetraploides de cultivares de

NUMERO DE CLOROPLASTOS

papa nativa.
NUMERO DE CROMOSOMAS
CODIGO| RAIZ1 RAIZ 2 HOJA 1 HOJA 2
ci[cz]c3|ci[cz2[c3| X |[N°|PLOIDIA |[C1[C2[C3|Cc1[C2[C3]| X |N°
ACC29 |45 |47 |49 |48 |48 [48 [48[48| 4Xx 121414 (12|12 |14 [13.0|13
ACC 74 |47 |48 |48 |47 |48 |49 |48[48| 4X 1214 13|13| 13|12 |12.8|13
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Anexo 17. Imagenes de tubérculos de los cultivares de papa nativa de la

Estacion Experimental Agraria Canaan INIA Ayacucho.
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Anexo 18. Matriz de Consistencia

c - P VARIABLES E ¢
TITULO PROBLEMA OBJETIVOS MARCO TEORICO HIPOTESIS INDICADORES METODOLOGIA
Determinaciéon Cudl sera la General. Antecedentes. Se encontrara Variable Principal. Poblacion.
de ploidia por ploidia en los Determinar la Clasificacion taxondmica. diversos Coleccion de Coleccion de cultivares
contaje de cultivares de ploidia por contaje Importancia de la papa. niveles de cultivares de papa nativa de papas nativas del
cromosomas y papa nativa de cromosomas y Origen y distribucion. ploidia. INIA, Ayacucho 2018.
cloroplastos en (Solanum spp). cloroplastos en Evolucion de la papa Variables Muestra:
cultivares de INIA Ayacucho cultivares de papa cultivada. Secundarias 150 accesiones de la
papa nativa 20187? nativa  (Solanum Diversidad y variabilidad NuUmero de coleccién de cultivares de
(Solanum  spp). spp). genética. cromosomas. papas nativas.
INIA  Ayacucho INIA Ayacucho Variedades mejoradas Numero de cloroplastos  Método:
2018. 2018. andinas. a) conteo de
Generalidades sobre cromosomas
Especificos: estudios citoldgicos. Enraizamiento.
¢ Determinar el Definicion de Pretratamiento.
ndmero cromosomas. Hidrolisis.
cromosomico en Composicion quimica vy Tincion.
cultivares de estructura de los Squash.
papa nativa. cromosomas. b) Conteo del nimero
e Determinar el Constantes de
ndmero de cromosémicas. cloroplastos
cloroplastos en Efecto de la poliploidia en Analisis estadistico.
cultivares de el fenotipo. Se elaboraré gréficos de
papa nativa. Recuento de frecuencias de las
cromosomas mitéticos. ploidias que puedan

Estomas.

Relaciéon de ploidia y
caracteristicas de los
estomas.

Relacién ploidia
cloroplastos

presentar las accesiones
de papa.

69



