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RESUMEN

Plukenetia volubilis L.“sacha inchi”,es una especie tropical de gran importancia para
el mercado debido a que presenta acidos grasos esenciales insaturados tipo omega
(3,6 y 9), con alto potencial para la agroindustria y por tanto es patrimonio nacional.
A pesar de que la especie ha sido foco de investigaciones encaminadas a su
propagacion, existe un vacio en la informacién citogenética que contribuya su
caracterizacion. Por esta razon, la investigacién tuvo como objetivos; determinar el
numero de cromosomas, estandarizar el procedimiento para determinar el indice
mitotico y contaje de cromosomas en Plukenetia volubilis L. Se evaluaron cinco
ecotipos procedentes de los distritos de Tarapoto, Moyobamba, Juanjui, Mazamari y
Pichari.

El calculo de la hora mitética, se realizé con el fin de analizar su comportamiento
mitético durante 24 h, a partir de meristemos radiculares; encontrandose a las 11:00

h mayor cantidad de células metafasicas con un indice mitético de 12 %.

La determinacién del numero de cromosomas se realizaron mediante la pre
fijacioncon 8-hidroxiquinolina, la colchicina, el agua helada; teniendo mejores
resultandos la 8-hidroxiquinolina0.002 M por 4 h a 4°C. Seguidamente se fijaron en
solucion Carnoy 3:1 por 24 h a 4°C; se hidrolizaron con acido clorhidrico a 1 Ny
finalmente se tifileron con orceina-acética al 2%, se determind que el numero de
cromosomas encontrados es de 2n=44, sin hallar diferencias con respecto a las

distintas procedencias cultivadas.

Palabras clave: “sacha inchi’, Plukenetia volubilisL., nUmero de cromosomas,

indice mitdtico.






I. INTRODUCCION
En la zona tropical, la foresta tropical es una importante fuente de abastecimiento
de madera, asi como también de una gran cantidad de productos que el poblador
de la region incorpora en su vida cotidiana y en su economia. Alimentos, medicinas,
componentes para la construccién, fibras, tinturas, resinas, aceites, etc., son

algunos rubros que cubren los productos del bosque.’

Muchos de los productos forestales brindan al ser humano productos basicos para
la alimentacién, estos presentan excelentes condiciones para la nutricion humana y

de importancia en los movimientos comerciales.?

Gran parte de las especies de foresta tropical continla desconocida para la ciencia

o subutilizada por la humanidad.

Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”, es una planta cuyas semillas son utilizadas
como aceites, tiene ademas un gran contenido de acidos grasos esenciales
(omegas 3, 6, y 9) y vitamina E (tocoferoles y tocotrienoles), de gran importancia

econdmica.

Es fundamental conocer e investigar las caracteristicas que muestra cada especie,
ya que es muy importante cuando se hace estudios sobre mejoramiento genético;
se puede encontrar muchas barreras limitantes para la obtencion de los objetivos.

El nivel de ploidia, por ejemplo, es una de ellas; estudios anteriores demostraron



que al cruzar progenitores con diferentes niveles de ploidia, pueden dar como

resultado progenitores estériles o genéticamente inestables.’

El numero de cromosomas de una especie permanece constante, a través de las
generaciones y es igual en principio en todas las células que lo conforman, salvo
algunas excepciones. Esta caracteristica es usada como criterio en el campo de la

taxonomia, particularmente para los estudios de filogénesis.*

Para la determinacion del numero cromosomico, se necesita utilizar técnicas que
faciliten la observacion de las células metafasicas con los cromosomas bien
definidos; para lo cual estas técnicas son estandarizadas para cada cultivo, ya que

cada cultivo tiene sus propias exigencias.

No se encuentran referencias claras sobre la citogenética del “sacha inchi’, se

realizaron estudios anteriores demostrando una variacion en los cromosomas.
En la investigacién, se tuvo como objetivos de estudio:
Objetivo General:

e Determinar el nimero de cromosomas de Plukenetia volubilis L “sacha inchi”,

en cinco ecotipos peruanos.
Objetivos Especificos:

e Estandarizar el procedimiento para determinar el indice mitético y contaje de
cromosomas de Plukenetia volubilis L“sacha inchi”.

e Determinar el indice mitético de Plukenetia volubilis L “sacha inchi”.



.  MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Para el estudio genético de este cultivo y para posteriores trabajos en mejoramiento
genético se estudia el numero de cromosomas. Estudios anteriores de citologia de
Plukenetia volubilis “sacha inchi” Cai Z et al., > muestran el nimero de cromosomas
diferentes, que van desde 2n=50 cromosomas a 2n=86 cromosomas. Encontrando
variacion en apices de diferentes raices y en las diferentes células de la misma
punta de la raiz. Los cromosomas en “sacha inchi”, son extremadamente pequefios
en tamafo, menos de 2 ym, por lo tanto indica que el andlisis de la morfologia del
cromosoma fue deteriorado. La poliploidia, confirma la tendencia evolutiva
significativa en el numero de cromosomas dentro de esta especie; los resultados
indican que la poliploidia puede considerarse como la razon de dicha variacién en el

numero de cromosomas.

Borbor® en “sacha inchi’, evalia 10 accesiones de Plukenetia volubilis L. y dos
ecotipos silvestres de Plukenetia huayllabambana, procedentes de la Coleccion
Nacional de la Subdirecciobn de Investigacion en Recursos Genéticos y
Biotecnologia - SUDIRGEB de la Estacion Experimental “El Porvenir” — INIA (San
Martin), reporta que de acuerdo al andlisis estadistico moda, se determiné que las
especies Plukenetia volubilis L. y Plukenetia huayllabambana tienen 56
cromosomas, siendo heptaploides con un numero basico x=8, registrdndose

ademas otros nimeros cromosoémicos frecuentes de 42, 44, 48, 52, 54, 58, 62 y con



menor frecuencia se encontraron células con: 64, 72, 76, 82, 86, 90, 96 y 101
cromosomas. Estas variaciones del nUmero cromosoémico podrian deberse a que
las especies son alelopoliploides que se encuentran en proceso de domesticacion y
adaptacion, cruzandose entre ellas para su supervivencia.

Gutiérrez et al.,” en “camu camu”, menciona que utilizando como fijador Carnoy por
24 h a 4°C y tifiendo con aceto-orceina por 24 h a mas; la hora mitotica adecuada
fue a las 11 h, con un indice mitético de aproximadamente de 39%, reportando para
dos poblaciones naturales estudiadas de “camu camu”, el nimero de cromosomas
fue 2n=22 cromosomas, se encuentra una constancia de 100% de la poblacién del
Rio Tahuayo- Cocha “El Chino” de la Regién de Loreto. En las poblaciones del Rio
Manitini, Paparocha (region de Loreto) y del Rio Ucayali, se determiné una célula

de 2n=20 cromosomas por cada dos células de 2n=22 cromosomas.

2.2. Caracteristicas generales de Plukenetia

El género Plukenetia pertenece a la familia Euphorbiaceae la cual comprende
plantas anuales, de importancia ornamental, medicinal, alimenticia e industrial, que
se caracterizan principalmente por la presencia de una sustancia lechosa, tipo latex
y frutos capsulares. El género esta compuesto por 17 especies; tiene una
distribucion pantropical, 10 especies se encuentran en Sudamérica y Centroamérica
y las otras 7 solo en el Viejo Mundo. Las especies de Plukenetia son plantas

trepadoras o lianas o raramente hierbas perennes y rastreras.®

2.3. Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

Conocido también como “mani del inca”, “mani peruano”, “mani silvestre” o “mani
del monte”, el “sacha inchi” es una Euphorbiaceae, cuyo género Plukenetia
comprende 17 especies de distribucién pantropical, 12 en América, 3 en Africa, 1 en
Madagascar y 1 en Asia.' Esta distribuida en el trépico latinoamericano y en nuestro
pais se ha recolectado en Madre de Dios, Huanuco, San Martin, Ucayali, lquitos, y

areas del estrecho amazénico. Crece desde los 100 msnm hasta 1500 msnm .°



El “sacha inchi” es una planta rastica, crece en suelos acidos y con alta
concentracion de aluminio. El territorio selvatico peruano favorece el crecimiento de
esta planta por lo que esta llamada a ser una alternativa importante en los suelos
acidos en los que se cultivd coca. La semilla de “sacha inchi”, rica en proteinas y
aceite, son de color marrén oscuro, ovales de 1.5 a 2.0 cm de diametro, ligeramente
abultadas en el centro y aplastadas en los bordes. Tiene forma lenticular, su
tamafio es muy variable y caracteristico de la variedad, clima, suelo, cultivo entre

otros.°

2.3.1. Origen

Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”, posiblemente fue cultivada por los incas desde
hace mas de 500 anos al haberse encontrado en la costa peruana, en tumbas
incaicas, huacos fitomorfos que representan al fruto y a la planta trepadora que fue
llevada del Antisuyo (selva) durante el Imperio Incaico. En el Peru se le encuentra
en estado silvestre y tiene un rango de distribucién tanto en selva baja como en
selva alta; se le encuentra en diversos lugares de Amazonas, Cajamarca, San
Martin, Ucayali, Huanuco, Junin, Pasco, Loreto, Cusco y Madre de Dios. En San
Martin se encuentra en toda la cuenca del Huallaga, en la provincia de Lamas, en
los Valles de Sisa y del Ponaza, en Alto Mayo y Bajo Mayo, Shanusi y Pongo de

Cainarachi.

2.3.2. Distribucion

El &rea de distribucion de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi” se extiende desde las
Antillas menores, Surinam y el sector noroeste de la cuenca amazobnica en
Venezuela y Colombia hasta Ecuador, Per(, Bolivia y Brasil.**

En Perl se ha reportado en los departamentos de Amazonas, Cuzco, Huanuco,

Junin, Loreto, Madre de Dios, San Martin y Ucayali.

2.3.3.Categorizacion taxonémica

La categorizacidn taxonémica realizada por Linneo, es la siguiente.'

e Reino : Plantae



e Division : Magnoliophyta

e C(Clase : Magnoliopsida

e Orden : Malpighiales

e Familia : Euphorbiaceae

e Género : Plukenetia

e [Especie : Plukenetia volubilis L.

2.3.4.Caracteristicas botanicas
Tallo: Planta trepadora, voluble, semi lefiosa, de altura indeterminada.®

Hojas: Son alternas, de color verde oscuro, oval-elipticas, aserruladas vy
pinnitinervias, de 09 — 16 cm de largo y 06 — 10 cm ancho. El apice es puntiagudo y

la base es plana o semi-arrifionada.’

Flores: Esta especie es hermafrodita con flores masculinas y pistiladas; las
primeras son pequefas, blanquecinas y dispuestas en racimos, las otras se
encuentran en la base del racimo y ubicadas lateralmente de una a dos flores, lo
cual indica que podria tratarse de una planta autbgama, pues se observa muchas
semejanzas entre plantas de una misma accesion, asi como de una accesion a

otra, las diferencias entre caracteres fenotipicas son pocas, pero notorias.™

Fruto: Es una capsula, de 3,5 a 4,5 cm de diametro, con 4 I6bulos aristados (tetra
lobados) dentro de los cuales se encuentran 4 semillas. Excepcionalmente, algunos

ecotipos presentan capsulas con 5 a 7 6bulos.®

Semilla: Es ovalada, de color marrén oscuro, ligeramente abultadas en el centro y
aplastadas hacia el borde. Segun los ecotipos, el diametro fluctua entre 1,3 y 2,1

cm.®

2.3.5.Caracteristicas nutricionales

Dentro de sus componentes se encuentran principalmente: proteinas, aminoacidos,
acidos grasos esenciales (omegas 3, 6, y 9) y vitamina E (tocoferoles y

tocotrienoles) en contenidos significativamente elevados, respecto de semillas de


https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida
https://es.wikipedia.org/wiki/Malpighiales

otras oleaginosas (mani, palma, soya, maiz, colza y girasol). Investigaciones
recientes realizadas con aceites omegas y vitamina E indican la importancia
nutricional y terapéutica de su consumo para el control de radicales libres y una

serie de enfermedades que estos originan en el organismo humano.™

Se tienen reportes de analisis realizados en la Universidad de Cornell (USA) que
indican que la almendra de las semillas contiene 48,6 % de aceite y 29,0 % de
proteina; ademas se sefiala que el aceite de “sacha inchi” contiene un alto
contenido de acidos grasos insaturados (oleico, linoleico y linolénico) por lo que se

le considera como un aceite de bajo contenido de colesterol.™

Tabla N°01: Composicién de los acidos grasos del aceite de Plukenetia volubilis L.

“sacha inchi”.
Acido graso % Aceite “sacha inchi”
Miristico C14:0 1.2
Palmitico C16:0 5.6
Estearico C18:0 2.2
Oleico C18:1 9.6
Linoleico C18:2 36.9
Linolénico C18:3 43.7
Total Saturados 9.1
Total Monoinsaturados 9.6
Total Polinsaturados 80.7
Fuente: Pascual y Mejia (2000). ™

2.3.6. Ecologia

Temperatura: El “sacha inchi” crece y tiene buen comportamiento a diversas
temperaturas que caracterizan a la Amazonia Peruana (minimo 10°C y maximo
36°C). Las temperaturas muy altas son desfavorables y ocasionan la caida de flores

y frutos pequefios, principalmente los recién formados.™



Altitud: Crece desde los 100 msnm hasta 1500 msnm en la Selva Alta.®

Luz: A bajas intensidades de luz, la planta necesita de mayor niumero de dias para
completar su ciclo vegetativo; cuando la sombra es muy intensa la floracion

disminuye y por lo tanto la produccién es menor.®

Agua: Es una planta que requiere de disponibilidad permanente de agua, para
tener un crecimiento sostenido; siendo mejor si las lluvias se distribuyen en forma
uniforme durante los 12 meses (850 a 1000 mm). El riego es indispensable en los
meses secos. Periodos relativamente prolongados de sequia o de baja de
temperatura, causan un crecimiento lento y dificultoso. El exceso de agua ocasiona

dafio a las plantas e incrementa los dafios por enfermedades. ™

Suelo: Este cultivo tiene amplia adaptacién a diferentes tipos de suelo; crece en
suelos acidos y con alta concentracién de aluminio."” Se deben elegir por tanto los

suelos que posibiliten su mejor desarrollo y productividad.™

Drenaje: “sacha inchi” necesita terrenos con drenaje adecuado, que eliminen el
exceso de agua tanto a nivel superficial como profundo. Para un buen drenaje se
debe considerar la textura del suelo, y ésta es importante para el desarrollo del

cultivo.®

2.4. Citogenética

Es la ciencia que estudia el cromosoma (el material hereditario organizado) bajo
cualquier nivel o dimensién.' Relaciona hechos descritos por la genética con los
fendmenos que ocurren dentro de la célula u érganos especializados. Lo que ha
permitido la estructura y funcion de cada uno de los componentes de la célula, y de
estructuras mas especializadas, en relacion con funciones como la reproduccion

sexual.’”

2.5. Ciclo celular

El ciclo de division celular es el mecanismo a través del cual todos los seres vivos
se propagan.'® Es una sucesion de etapas por las que transcurre la vida de una
célula. Una célula nace a partir de la division de una predecesora, pasa por una
serie de etapas donde crece, duplica su tamafo y, por ultimo, se divide para dar dos

células hijas que comenzaran de nuevo el ciclo.™



En los organismos unicelulares la division celular implica una verdadera re-
produccién, ya que por este proceso se producen dos células hijas que maduran y
se convierten en dos individuos distintos. En los organismos multicelulares se
requieren muchas mas secuencias de divisiones celulares para originar un nuevo
individuo; la division celular también es necesaria en el cuerpo para reemplazar las
células perdidas por deterioro, mal funcionamiento o por muerte celular

programada.?® %

El ciclo celular va encaminado a duplicar la informacién genética de una célula y
una vez duplicada, repartirla en dos, generando dos células hijas con igual

contenido citogenético.®

El ciclo celular puede dividirse en dos fases principales: la fase M incluye: 1) el
proceso de la mitosis, durante el cual los cromosomas duplicados se separan en
dos nucleos, y 2) la citocinesis, toda la célula se divide en dos células hijas.?

El ciclo celular pasa por una serie de etapas denominadas: G1, S, G2 y M (las
letras G significa intervalo o “gap”, la S sintesis y la M mitosis). Las fases G1, Sy

G2 se suelen agrupar en la denominada interfase.

2.5.1. Interfase

e Fase G;

La fase G1 es el periodo del ciclo celular que abarca desde que termina la fase M
hasta que comienza la fase S. Durante la fase G1 la célula comprueba las
condiciones externas e internas y decide si continuar con el ciclo celular. Durante la
fase G, la célula incrementa el material enzimatico, sus organelos se replican, asi
como otras moléculas y estructuras citoplasmaticas también aumentan en numero;
en consecuencia, la célula aumenta su tamafo. Algunas estructuras son
sintetizadas por la célula; entre estas se encuentran microtibulos, microfilamentos
de actina y ribosomas, los cuales estan compuestos por subunidades proteicas. Las
estructuras membranosas como el aparato de Golgi, los lisosomas, las vacuolas y
las vesiculas se derivan del reticulo endoplasmatico, el cual se renueva y aumenta

en tamano por la sintesis de proteinas y lipidos. También hay replicacion de



mitocondrias y cloroplastos previamente existentes. Las células pueden detener su
progresion en el ciclo y entrar en un estado de reposo especial; llamado Gy (G
cero), donde pueden permanecer durante dias, semanas o afios antes de volver a

proliferar y en ocasiones nunca mas dividirse.®

o Fase S: sintesis
Es el periodo en que las células sintetizan las histonas adicionales cuando la célula

duplique el nimero de nucleosomas en sus cromosomas. %2

La fase S comienza cuando se ha pasado el punto de restriccion de la fase G1. Se
producen dos sucesos importantes: replicacion del ADN y duplicacion de los

centrosomas en las células animales.?

e Fase G,

En la fase G2 se acumulan progresivamente aquellas moléculas cuyas actividades
seran necesarias durante la fase M. Tradicionalmente se ha considerado como un
estado de transito entre las fases S y M. Durante esta etapa, sin embargo, se
comprueba si ha habido errores durante la replicacion del ADN y si se ha producido
su duplicacion completa. Si estos defectos son detectados la célula no entrara en
fase My el ciclo celular se detendra hasta que los dafos sean reparados o el ADN

sea completamente copiado.?
2.5.2. Fase M: Mitosis (division nuclear somatica)

Es el periodo en que las dos copias del ADN se segregan y la célula se divide en
dos células genéticamente iguales. *

Es el proceso de division nuclear en el que las moléculas replicadas de ADN de
cada cromosoma se reparten con exactitud en dos nucleos. La mitosis suele
acompanarse de la citocinesis, un proceso en el cual una célula en divisiéon se
separa en dos, con lo que el citoplasma se divide en dos paquetes celulares, por lo
tanto, la mitosis mantiene el nimero de cromosomas y genera nuevas células para
el crecimiento y mantenimiento de un organismo. La mitosis puede ocurrir en
células haploides o diploides. Las células mitdticas haploides se encuentran en
hongos, gametofitos de las plantas y en unos cuantos animales. La mitosis en una

etapa del ciclo celular en la que la célula dedica toda su energia a una sola
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actividad: la separacion cromosémica. En este periodo la célula detiene las
actividades metabdlicas entre ellas, la transcripcion y la traduccion, la célula entra

en una falta relativa de respuesta a los estimulos externos.?

Este proceso ocurre en las células meristematicas (raices, hojas, flores) y
meristemos axilares, estas estructuras tienen la capacidad de dividirse a lo largo de
todo el ciclo de vida del organismo. Es un proceso continuo, en el cual se suceden
en una secuencia cuidadosamente ordenada los complejos preparativos para la
division, por la cual se hace un reparto equitativo del material genético ya duplicado

entre las dos células resultantes, manteniendo asi la ploidia original de la célula.?*

El mas importante caracter de la mitosis es que el niumero cromosémico permanece
constante a través de sucesivas divisiones celulares, con una exacta distribucion de
cromosomas en las nuevas células formadas, genéticamente idénticas entre si,
manteniéndose la ploidia original de la célula. Convencionalmente la mitosis se

divide en cuatro etapas: profase, metafase, anafase y telofase."’
o Profase

Comienza con la condensacion del DNA, de manera que llegan a ser visibles las
cromatidas de forma aislada, y con la desaparicidn del nucléolo.? En esta etapa se
aprecia la apariciéon nitida de los cromosomas en el ndcleo, ya estan
suficientemente condensados y son visibles bajo el microscopio 6ptico. Se ve, que
cada cromosoma consiste en dos copias longitudinales, llamadas las cromatidas
hermanas, se observan claramente unidas por los centromeros, el nucléolo pierde
visibilidad, la membrana nuclear desaparece, el huso acromatico va tomando
cuerpo y muchas fibras cortas lo forman, las fibras polares, que llegan desde cada
polo del huso a la region central hasta la mitad y las fibras cinetocdricas que se
insertan en los cromosomas duplicados. Al final de la profase, los cromosomas
estan completamente condensados y con la desaparicion de la envoltura nuclear,

quedan en contacto con el citoplasma.’’

e Formacién del cromosoma mitético. - El nicleo de una célula en interfase
contiene longitudes enormes de fibras de cromatina. El estado extendido de la

cromatina en interfase es ideal para la separacién en dos células hijas. Antes de

11



separar sus cromosomas, una célula las convierte en estructuras mucho mas cortas
y gruesas por un proceso notable de compactacion de cromosomas (o

condensacién cromosémica), que ocurre en las etapas iniciales de la profase.?

e Metafase

Los microtubulos del cinetocoro alinean los cromosomas en un plano ecuatorial de
la célula. Cada cromosoma se mantiene en tension en la placa metafasica por los
cinetocoros apareados y sus microtibulos asociados, los cuales estan unidos a los

polos opuestos del huso (centriolos).?'

¢ Anafase

En esta etapa se duplican y separan los centromeros y las cromatidas hermanas se
liberan, se repelen y son engarzadas por las fibras del huso que hacen traccion
sobre ellas, dirigiéndose a los polos, convirtiéndose cada cromatida en un nuevo
cromosoma. A medida que continua el anafase, los dos conjuntos idénticos de

cromosomas se mueven hacia los polos opuestos del huso."

e Telofase

Los cromosomas hijos separados llegan a los polos y los microtubulos del
cinetocoro desaparecen. Los microtubulos polares se alargan aun mas y se vuelve
a formar la envoltura nuclear. La cromatida condensada se expande y los nucléolos

desaparecen; la mitosis ha llegado a su fin.?®

Citocinesis. La citocinesis comienza durante la anafase y finaliza con la formacion
de las dos células hijas. En las células vegetales la citocinesis es diferente a causa
de la presencia de la pared celular. Las células hijas se separan, no por la
formacion de un anillo contractil sino por la formaciéon de una nueva pared celular
en el interior de la célula que se va a dividir. Esta pared nace rodeada de membrana
y es perpendicular y central al huso mitético. Su posicion determina la localizacion
de las dos células hijas y por tanto también la direccion de crecimiento de la

planta.?
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2.6. Meiosis

La meiosis es un tipo especial de division nuclear que segrega una copia de cada
cromosoma homélogo en un nuevo gameto. Durante la formacion de los gametos,
el nimero de cromosomas se reduce a la mitad y retornan al nimero completo
cuando los dos gametos se unen durante la fecundacion, restableciendo la ploidia
original. La mayor parte de las células de la planta se dividen por mitosis,
denominandose células de la linea somatica (o células vegetativas). A las células
que se convierten en gametos se las considera células pertenecientes a la

lineagerminal.®

2.7. Ploidia

La ploidia es el numero de juegos de cromosomas (n) presentes en la célula
vegetativa (somatica). El nimero de cromosomas y el nivel de ploidia son datos
Utiles en el estudio de una especie y en la caracterizacion del germoplasma. Nos
permiten 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 citologicos.”

Se puede definir la poliploidia como un tipo de variacion numérica que afecta al
conjunto de los cromosomas de las células aumentando o disminuyendo la cantidad
de ellos. Por lo tanto, la poliploidia inducida, como por ejemplo los triploides o
tetraploides, se refiere a la produccion de individuos con una composicion extra de

cromosomas, tres o cuatro, respectivamente.?
2.7.1 Factores que promueven la ploidia

Los factores externos e internos estan involucrados tanto en el origen como en el
establecimiento de nuevos poliploides siendo los principales los siguientes: 1) la
existencia de especies diploides llevando diferentes genomas o sub genomas, 2) la
hibridacion natural entre estas especies, 3) habito de crecimiento perenne para
incrementar los cambios de duplicacion somatica como una compensacion parcial
en plantas anuales de vida corta. Asi también otros factores como el clima, latitud,

altitud, habitat, sistemas de reproduccién, hibridacién, tamafo de las células,
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tamafios de cromosomas, estructuras de cromosomas, mecanismos de

cromosomas sexuales, genotipo y otros factores.?

2.8. Cromosomas

Los cromosomas son cuerpos largos v filiformes que, durante la division celular, se
contraen haciéndose mas gruesas y cortos, en los que se puede distinguir un

centrémero y uno de dos brazos cromosémicos.™
2.8.1. Composicién quimica y estructura de los cromosomas

Consiste principalmente de ADN y proteinas, con cantidades menores de RNA. Las
proteinas son de dos clases principales: 1) proteinas basicas (cargadas
positivamente a pH neutro) denominados histonas y 2) un grupo heterogéneo de
proteinas, en su mayoria acidas (con cargas negativas a pH neutro), que se
conocen colectivamente como proteinas cromosémicas no histonas. Las histonas
tienen una funcion estructural importante en la cromatina, las histonas de todas las
plantas y los animales superiores consisten en cinco proteinas principales
diferentes. Estas cinco histonas principales, denominadas H1, H2a, H2b, H3 Y H4.
Se encuentran formando complejos especificos con el DNA para formar las
subunidades estructurales basicas de la cromatina, pequefias “cuentas” elipsoidales
denominadas nucleosomas. Las histonas son bésicas por que contienen de 20 a
30% de arginina y lisina, que son dos aminoacidos con carga positiva. Por otra
parte, la fraccion de proteinas no histonas consiste en un gran nimero de proteinas
muy heterogéneas. De este modo, las proteinas cromosOmicas no histonas
probablemente tienen que ver con la regulacion de la expresién de genes o grupos
especificos de genes. Cada cromosoma contiene una sola molécula gigante de
DNA que se extiende de un extremo a través del centrémero hasta el otro extremo

del cromosoma. 28
2.9. Estructura del ADN

La unidad basica del ADN es el nucleétido, que consiste en un azucar de cinco
carbonos conocidos como desoxirribosa, al cual se fija un fosfato esterificado en la
posicién 5’ del anillo de azicar y una base nitrogenada en el sitio 1°. Existen dos

tipos de bases nitrogenadas presentes en el acido nucleico, las pirimidinas, que
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contienen un solo anillo, y las purinas, las cuales poseen dos anillos, EI ADN
contiene dos diferentes pirimidinas, la timina (T) y la citosina (C), ademas de dos
distintas purinas, guanina (G) y adenina (A). Los nucleétidos estan unidos de forma
covalente el uno con el otro y formaban un polimero lineal o cadena, con un
esqueleto compuesto de azucares que se alternaban y grupos fosfatos unidos por
enlaces de tipo 3'-5'- fosfodiester.?

2.10. Diversidad genética

La diversidad puede ser estudiada y entendida a nivel genético; es un continuo
genético producto de la evolucion.*

La variacion genética es la materia prima de la evolucion, pero lo es también del
proceso de domesticacion y mejoramiento de especies Utiles para la supervivencia
humana.*En general lo que se hace es clasificar la especie en categorias
interespecificas como razas o ecotipos; la diversidad relativa de una especie en una
region se da en términos del niumero de categorias intraespecificas. Se usaran las
categorias intra especificas de raza, ecotipos, morfotipos y variedad para clasificar
la diversidad de las especies cultivadas alégamas, silvestres, agamicas y

autégamas respectivamente.®’
2.10.1. Raza

Es un agregado de poblaciones de especies en comun, con caracteres
morfoldgicos y usos especificos. Sin embargo, sus caracteristicas distintivas no son

lo suficientemente diferentes como para constituir una subespecie diferente.*’
2.10.2. Ecotipo

Un ecotipo es un grupo de plantas de genotipo similar que ocupan un nicho

ecoldgico especifico.*

El ecotipo es el producto de la adaptacion de una especie a un ambiente particular.
Ecotipo no es sindnimo de raza. Una raza puede habitar varios ambientes y su area
de adaptacion puede ser muy amplia. Hay razas de alturas que se pueden adaptar
muy bien a zonas bajas y viceversa. Lo que define las razas es principalmente su

morfologia y fisiologia, que a veces limita su adaptacion. Tanto las razas como los

15



ecotipos son fértiles. Los ecotipos son ocasionalmente aislados por barreras
geograficas y en ese caso se les denomina geo-ecotipos. El término ecotipo debe

ser usar solo para especies silvestres.*'
2.10.3. Variedad

El término variedad para describir la diversidad de las especies cultivadas
autégamas sera usado, aun conociendo que desde 1961, cuando se publicé el
cédigo de nomenclatura de plantas cultivadas, se adopté el término “cultivar” en
reemplazo de “variedad”, debido a que este es, segun el cédigo, muy impreciso. El
nombre de variedad se reserva en el codigo para ciertas categorias intraespecificas
de poblaciones naturales silvestres. Sin embargo, la division de toda la diversidad
de una especie en cultivares no tiene sentido; lo mas probable es que todos los
cultivares de una especie cultivada provengan de un sector muy limitado de la

diversidad.®’
2.10.4. Morfotipo

Un morfotipo esta defino como por una serie de caracteristicas, principalmente
morfolégicas. Un morfotipo estd formado por plantas que son similares
morfolégicamente; muestran el mismo fenotipo, pero no necesariamente son de la

misma constitucién genética. *’
2.11. Contaje cromosémico
2.11.1. Recuentro de cromosomas mitéticos

Para una correcta determinacion del nUmero de cromosomas es necesario contar
con técnicas citolégicas que den buenos resultados, con un nimero aceptable de
metafases contables, con cromosomas bien separados y coloreados, por lo que las
muestras deberan ser colectadas en estado de metafase. Para la acumulacién de

cromosomas metafasicos varios pre-tratamientos quimicos son usados.33
2.11.2. Germinacion o enraizamiento

Los tejidos meristematicos localizados en la zona apical de la raiz son los mas
utilizados en citologia para el recuento y analisis de cromosomas mitéticos. Las

raices pueden obtenerse por germinacion de las semillas sexuales en placas petri
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bajo condiciones asépticas, o mediante el enraizamiento de esquejes, brotes u
organos de reserva, en un sustrato apropiado (musgo, perlita, grava, agua

corriente).*
2.11.3. Pre fijacion

Se realiza a las puntas de raiz con sustancias denominadas inhibidores de mitosis
(colchicina, 8-hidroxiquinolina, 1-bromonaftaleno, bajas temperaturas positivas, etc.)

para acumular mayor nimero de células metafasicas en el meristemo.>

El pretratamiento o pre fijacion permite la concentracion de cromosomas durante la

metafase, facilitando asi el conteo cromosomico.*
2.11.4. Fijacién

Las raices prefijadas son luego fijadas con el fin de interrumpir rapidamente los
procesos vitales de la muestra conservando invariable la estructura fina de las
células, ademas de incrementar la naturaleza basdfila de la cromatina haciéndola

susceptible de ser coloreado.?’

Una de las mezclas mas utilizadas en citologia es la de Clarck, que esta formada
por alcohol absoluto y acido acético glacial en diferentes proporciones (3:1, 2:1,
1:1). Individualmente el alcohol absoluto y el acido acético glacial no son buenos
fijativos, pero cada uno compensa los defectos del otro. El efecto de contraccion
celular que causa el etanol, es compensado por el efecto de hinchamiento celular
del acido acético. El etanol fija el citoplasma y el jugo nuclear, mientras que el acido

acético estabiliza las nucleoproteinas.”’
2.11.5. Hidrolisis

El objetivo de la hidrdlisis es romper las peptinas que unen las células y facilitar el

aplastamiento.

Generalmente se usa HCI 1N a una temperatura de 60°C. Una buena practica es

calentar el acido a 60°C antes de colocar las raices que se van a hidrolizar.*
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2.11.6. Tincidén

Para tefiir los cromosomas se utilizan tintes basicos debido a la naturaleza &cida de
la cromatina. Los tintes acidos colorean el citoplasma el cual es predominantemente
basico. 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. *
2.11.7. Aplastado o squash

Una vez que las puntas de raiz han sido tefiidas, se las ubica sobre un portaobjeto.
Luego de colocar el cubre objeto sobre la punta de raiz, se dan pequefios golpes
sobre éste con la punta de un lapiz con la finalidad de disgregar la punta de raiz.
Seguidamente se ejerce presion uniformemente con el pulgar sobre el cubre objeto
para que los cromosomas se dispersen y al hacerse visibles se encuentren en un

mismo plano. >
2.11.8. Observacion

La muestra preparada debe ser analizada bajo un microscopio 6ptico. Se utiliza
inicialmente un aumento de 10X x 10X para buscar células contables, luego a un
aumento mayor 10X x 40X con el fin de seleccionar las mejores células y finalmente

con el objetivo de inmersién 10X x 100X para realizar el recuento.®
2.12. indice mitético

Permite conocer la hora mas apropiada para el tratamiento previo de las raices.
Para tal fin se fijan las raices en la mezcla de alcohol absoluto: acido acético glacial
(3:1 v/v) a diferentes horas del dia. Se tifie las muestras y se procede a observarlas
bajo el microscopio Optico. Luego de sistematizar esta informacion en forma de
cuadros, se puede tener una idea de cual es la mejor hora de coleccion, es decir
aquella donde se encuentre un mayor numero de células metafasicas. Como el
medio ambiente tiene influencia sobre la duracién del ciclo celular, es posible que

por cada localidad se obtenga una hora de recoleccién distinta.>

Es la proporcion celular en cualquier fase de la mitosis dentro de la poblacién celular

analizada.* La determinacion del ciclo celular y de la hora mitética constituyen las
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herramientas principales para aumentar la efectividad de los métodos quimicos y
fisicos para la separacién de cromosomas en especies vegetales.*”

Estudiar el indice mitético de una especie es de gran importancia para estudios
como: variabilidad con respecto al numero, tamafo y forma de los cromosomas de
las especies de este grupo; evidenciar cromosomas mitéticos, especialmente
metafasicos; alteracion de las caracteristicas de las muestras originales del
germoplasma introducido para su reproduccién in vitro y la insuficiencia de los
métodos utilizados en la evaluacién de su estabilidad genética.®* También se

emplean otras técnicas para determinar el ciclo celular:

indice de fase: es la proporcion de células en profase, metafase, anafase o telofase
dentro de la poblacién analizada.

indice mitético parcial: es el calculo que deriva de la media de los valores
obtenidos en las observaciones realizadas en diversos intervalos de tiempo. Todas
las células de un organismo poseen cromosomas, los cromosomas se pueden
observar si la célula entra en divisiébn mit6tica. Por consiguiente, es importante que
el tejido empleado presente tasas de division celular permanentes. Para el
desarrollo de estudios citogenéticos en vegetales, los tejidos meristematicos

caulinar, radicular (axial y apical), son los que se emplean con frecuencia.*®
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ll.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Material vegetal

Se utilizaron meristemos radiculares, obtenidos de la germinacion de semillas de la

coleccion del Instituto de Biotecnologia - Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tabla N°02: Meristemos radiculares de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”,
obtenidos de la germinacion in vivo de semillas de cinco ecotipos - Universidad

Nacional Agraria La Molina.

Departamento Provincia Distrito Caodigo
San Martin San Martin Tarapoto TA
San Martin Mariscal Caceres Juanjui JUA
San Martin Moyobamba Moyobamba MO
Junin Satipo Mazamari MA
Cuzco La Convencién Pichari PICH

El registro del material estudiado cinco ecotipos peruanos de “sacha inchi’, se
encuentra en los laboratorios del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Agraria la Molina.
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3.2. Lugar

Se realizé la investigacion en los laboratorios del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Agraria La Molina—Distrito La Molina, Provincia y Regién de

Lima.
3.3. Obtencion de meristemos radiculares

Se colocaron las semillas en agua potable por 14 — 16 dias, en sustrato de musgo
prensado (jiffy-7) y en sustrato sushine canadiense mix 3 por unos 10 dias, hasta
que las raices presentaron una longitud de 3 cm aproximadamente. Se realizé el
cambio de agua cada 2 dias para evitar pudriciones en las raices, y para mantener

una humedad adecuada.
3.4. Determinacion del indice mitético

Se recolectaron6 raices en la solucién de fijacion (Carnoy: 3 partes de etanol
absoluto y 1 parte de acido acético glacial), por cada hora (8:00 h hasta 18:00 h),
las cuales fueron fijadas por 24 h a 4°C.Para la maceracion se utilizd acido
clorhidrico a 1 N a temperatura de 60°C por 6 a 14 min; se tifieron las raices con
aceto orceina al 2% por 24 h a temperatura de ambiente y se observaron al

microscopio células por campo con 5 repeticiones por cada hora.**
3.5.Estandarizacion de la técnica para el contaje de cromosomas
3.5.1. Pre fijacion

Se evaluaron cuatro pre fijadores a diferentes concentraciones, temperaturas y

tiempos.
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Tabla N°03: Pre fijadores, concentracion y tiempo de exposiciéon de los meristemos

radiculares de Plukenetia volubilis L “sacha inchi”.

Prefijacion Concentracion  Temperatura (°C) Tiempo (h)
Agua potable helada 100% 4 8,18,20,24 y 48
Agua destilada helada 100% 4 8,18,20,24 y 48
8-hidroxiquinolina 0.002 M 4 46y8
Colchicina 0.1, 0.2% 4 46y8
3.5.2.Fijador

Los apices radiculares se fijaron en solucién Carnoy (3 partes de etanol absoluto y

1 parte de acido acético glacial) por 24 h a 4°C.
3.5.3.Maceracion

Las raices se colocaron en acido clorhidrico 1 N en un horno a 60° C en diferentes

tiempos (6, 8, 10, 12 y 14 minutos), facilitando asi la hidrdlisis celular.
3.5.4.Tincidn

Se tiferon los meristemos radiculares en aceto orceina al 2% por 24 horas a

temperatura de ambiente (laboratorio).
3.5.5.Aplastado

Se realizaron cortes de aproximadamente 2 - 3 mm del apice de las raices tefiidas.
Se aplastaron afiadiendo una gota de acido acético al 45% para aclarar el
citoplasma; y colocando un cubre objetos, se disgrega el apice de la raiz con golpes
suaves con la punta del lapiz. Se coloco el portaobjeto entre papel de filtro y se

presiono fuerte con el dedo pulgar para que los cromosomas se dispersen, tratando
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de evitar cualquier movimiento del portaobjeto; se realizé este procedimiento con la

finalidad de encontrar células en un solo plano.
3.5.6 Observacion

Se observaron las muestras preparadas en el microscopio 6ptico, inicialmente con
aumentos bajos de (10X x 10X, 10X x 20X), para ubicar células que presentan
cromosomas dispersos, luego se llevaron a mayor aumento 10X x 40X para
seleccionar las células y por ultimo se contaron los cromosomas utilizando el mayor

objetivo de 10X x 100X para lo cual se utilizd aceite de inmersién.
3.6.Analisis de datos
3.6.1.indice mitético

Se realizaron las colectas de meristemos radiculares a cada hora del dia. El indice
mitético esta constituido por la sumatoria de células en divisién (profase, metafase,
anafase y telofase) respecto al total de células expresadas en porcentajes. Para la

determinacion del indice mitético se utilizé la siguiente formula:*

N° de células de cada fase x 100%

IE(%) =
(%) N° total de células

IM (%)=1IFp+IFm+IFa+IFt

Dénde: IF= indice de Fases, IM= indice Mitético, p= profase, m= metafase,

a=anafase, t= telofase.®

3.6.2.Determinaciéon del nimero de cromosomas
Por la naturaleza del estudio solo se consideré la medida de tendencia central

moda, es decir el numero de cromosomas mas general hallado para cada entrada.
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1. RESULTADOS
4.1.Determinacion de la hora de corte

Tabla N°04: Determinacién del indice de fases en cinco ecotipos peruanos de

Plukenetia volubilis L. “sacha inchi” - Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tiempo Profase Metafase Anafase Telofase Total
(h) IF (%) IF (%) IF (%) IF (%)
8:00 3.8 1.8 1.2 0 500
9:00 3.8 24 1.6 0.2 500
10:00 4 34 1.8 0.4 500
11:00 44 4.6 24 0.2 500
12:00 4 3.6 2.6 0.2 500
13:00 4.2 2.8 22 0.8 500
14:00 4.4 24 24 0.4 500
15:00 44 2.6 2 04 500
16:00 4 2 22 1 500
17:00 4 1.8 1.8 0.8 500
18:00 3.8 1.6 1.8 1 500
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Tabla N°05: Determinacion del indice mitético de cinco ecotipos peruanos de

Plukenetia volubilis L. “sacha inchi” - Universidad Nacional Agraria la Molina.

Tiempo Interfase Profase Metafase Anafase Telofase Total de Totalde IM
(h) células en células
division
8:00 466 19 9 6 0 34 500
9:00 460 19 12 8 1 40 500 8
10:00 453 20 17 9 2 48 500 10
11:00 442 22 23 12 1 58 500 12
12:00 448 20 18 13 1 52 500 11
13:00 450 21 14 11 4 50 500 10
14:00 452 22 12 12 2 48 500 10
15:00 453 22 13 10 2 47 500 9
16:00 454 20 10 11 5 46 500 9
17:00 458 20 9 9 4 42 500 8
18:00 459 19 8 9 5 41 500 8

4.2 Pre fijadores

Tabla N°06: Efecto de la colchicina sobre la calidad de células metafasicas para el

contaje cromosomico de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”.

Tiempo

Colchicina (%)

0.1

0.2

Cromosomas no adecuado: Cromosomas no adecuados

para el conteo
Cromosomas adecuados
para el conteo
Cromosomas adecuados

para el conteo

para el conteo
Cromosomas adecuados

para el conteo
Cromosomas adecuados

para el conteo
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Tabla N°07: Efecto de la 8-hidroxiquinolina sobre la calidad de las células

metafasicas para el contaje cromosémico de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”.

Tiempo
h) 8-Hidroxiquinolina 0.002 M
2 Cromosomas no adecuados para el conteo
4 Cromosomas adecuados para el conteo
6 Cromosomas adecuados para el conteo

Tabla N°08: Efecto del agua helada sobre la calidad de células metafasicas para el

contaje cromosémico de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”.

Tiempo Agua potable helada Agua destilada helada

(h)

18 Cromosomas no adecuados Cromosomas no adecuados
para el conteo para el conteo

20 Cromosomas no adecuados Cromosomas no adecuados
para el conteo para el conteo

24 Cromosomas no adecuados Cromosomas adecuados para
para el conteo el conteo

48 Cromosomas no adecuados Cromosomas no adecuados
para el conteo para el conteo
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4.3. Maceracion

Tabla N°09: Efecto del tiempo de exposicion a HCI 1N sobre la calidad de raices

para el aplastado de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”.

Tiempo
HCI 1N
(min)
6 Raices duras
8 Raices duras
10 Raices blandas
12 Raices blandas, adecuados para el squash
14 Raices destrozadas

4.4. Determinacion del numero cromosomico de Plukenetia volubilis L. “sacha

inchi”

Tabla N°10: Numero de cromosomas de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

procedentes del ecotipo Tarapoto

Cédigo Numero de células contadas Ndmero cromosomico

TA1 20 44
TA2 20 44
TA3 22 44
TA4 20 44
TAS 20 44
TAG 21 44
TA7 20 44
TA8 20 44
TA9 20 44
TA10 22 44
TA11 20 44
TA12 20 44
TA13 20 44
TA14 23 44
TA15 20 44
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Tabla N°11: Numero de cromosomas de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

procedentes del ecotipo Mazamari.

Cédigo Numero de células contadas Numero cromosémico
MA1 22 44
MA2 20 44
MA3 20 44
MA4 21 44
MA5 20 44
MAG 23 44
MA7 21 44
MAS8 20 44
MA9 20 44
MA10 22 44
MA11 20 44
MA12 20 44
MA13 20 44
MA14 22 44
MA15 20 44

Tabla N°12: Numero de cromosomas de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”,

procedentes del ecotipo Moyobamba.

Caédigo Numero de células contadas Numero cromosémico
MO1 21 44
MO2 20 44
MO3 22 44
MO4 20 44
MO5 20 44
MO6 20 44
MO7 20 44
MO8 22 44
MO9 20 44
MO10 22 44
MO11 20 44
MO12 20 44
MO13 23 44
MO14 20 44
MO15 20 44
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Tabla N°13: Numero de cromosomas de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

procedentes del ecotipo Juanjui.

Cédigo Numero de células contadas Numero cromosémico
JUA1 20 44
JUA2 21 44
JUA3 20 44
JUA4 20 44
JUA5 20 44
JUAG 22 44
JUA7 21 44
JUAS 20 44
JUA9 20 44
JUA10 20 44
JUA 22 44
JUA12 20 44
JUA13 20 44
JUA14 21 44
JUA15 20 44

Tabla N°14: Numero de cromosomas de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”

procedentes del ecotipo Pichari.

Cédigo Numero de células contadas Numero cromosémico
PICH1 20 44
PICH2 20 44
PICH3 23 44
PICH4 20 44
PICH5 20 44
PICH6 20 44
PICH7 22 44
PICH8 20 44
PICH9 20 44
PICH10 22 44
PICH1 20 44
PICH12 20 44
PICH13 21 44
PICH14 20 44
PICH15 22 44
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Figura 1.Célulameristematica de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”
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IV. DISCUSION

5.1 Obtencion de meristemos radiculares

Se utilizaron tejidos meristematicos que se encuentran en constante mitosis; los
cuales caracterizan poseer nucleos grandes y por permanecer indiferenciados.®
En la investigacion se utilizaron apices radiculares para cumplir con dichas

condiciones.

Las raices de “sacha inchi”, son delicadas y pequenas; por lo que, al remover las
raices del suelo, los apices que contienen los tejidos meristematicos se pierden, las
raices en la que los apices no se pierden, tienen pocas células por lo que la
probabilidad de obtener cromosomas dispersos es minima. Debido a esto se
emplearon técnicas para favorecer la produccion de raices adecuadas para la

obtencion de cromosomas dispersos.

Se usaron diferentes sustratos (jiffy, sushine y agua potable), el tiempo 6ptimo de
obtencion de meristemos radiculares en el sustrato jiffy y sushine es de 14 - 16 dias

y en agua el enraizamiento se prolonga en aproximadamente 18 - 20 dias.

Se observé mayor enraizamiento en los sustratos jiffy y sushine, sin embargo, se

presentaba dificultad al momento de realizar el aplastado, debido a la presencia de
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particulas del sustrato adheridas a las raices. El enraizamiento en agua potable se

obtuvo raices mas limpias y blandas, pero el tiempo en enraizamiento fue mayor.

Se uso raices obtenidas de sustrato jiffy y sushine canadiense debido a que el
enraizamiento es en menor tiempo. Segun la investigacion de Borbor ¢, observé en
“sacha inchi” mayor enraizamiento en arena lavada de rio, sin embargo, presentaba
dificultad precisar el momento 6ptimo de realizar el corte de los apices radiculares.
El enraizamiento en agua de cafo fue menor, se observaron las raices aptas para

el corte, ademas nos permitié seguir disponiendo del material vegetal en estudio.

Blas # reporta en “arracacha”, que obtiene mejores raices utilizando jiffy - 7, con los
cuales obtuvo raices menos duras, aparentemente se encontraban mayor
concentracion de cromosomas metafasicas en aproximadamente 15 a 20 dias. En

agua potable el enraizamiento tarda de 21 a 30 dias y obtuvo raices mas duras.

5.2 Determinacion de la hora de corte

En base a la evaluacién para un periodo de 11 h del indice de fase (IF) e indice
mitético (IM), se determind la colecta mas adecuada de raices de Plukenetia
volubilis L. - Universidad Nacional Agraria La Molina (ver tablas 4 y 5).

La mejor hora de coleccion para determinar el indice mitético (IM) en los apices
radiculares de Plukenetia volubilis L., es aquella que debe realizarse durante las 11
h del dia con un IM = 12%, a esta hora se presenta una mayor frecuencia de
células metafasicas, lo que permite realizar un buen contaje de cromosomas, ya
que se encuentran cromosomas bien condensados, dispersados y con buena
tincion.

Borbor® reporta que la hora éptima de corte en “sacha inchi” es a las 12 h del dia

con un IM = 13%.

Gutiérrez et al.,” reportan Myrciaria dubia “camu camu” que la hora mitdtica
adecuada fue a las 11 h, con un indice mitético de aproximadamente de 39%, para

dos de las poblaciones naturales estudiadas.
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Swansonet at.,®® mencionan gue el momento del dia en el cual las células se
multiplican con mayor rapidez varia de una especie a otra, pero por lo general, la
hora mitética se encuentra en las horas de la mafiana hasta aproximadamente las

11:00 am, lo que concuerda con lo obtenido en la investigacion.

5.3 Pre fijadores

Se probaron cuatro tipos de pre fijadores, los cuales fueron: la colchicina, la 8-
hidroxiquinolina, el agua potable helada y el agua destilada helada, se observé una

eficiencia en la obtencion de células metafasicas.

Con el pre fijador colchicina: se obtuvo una mejor observacién de células
metafasicas en 0.1% y 0.2% de concentracion por 4 y 6 h a 4°C. La exposicion a la
colchicina a las 2 h, se observa cromosomas inadecuados para el conteo.
Resultados semejantes fueron encontrados por Blas?® en “arracacha”, al observar
las puntas de raices expuestos con colchicina a diferentes concentraciones, se
observaron la mejor concentracion es de 0.1% por 4 - 6 h a 4°C, en
concentraciones menores y en menor tiempo (2 h) no se observaron cromosomas;
pero a mayor tiempo y en concentraciones similares se observaron cromosomas
adecuados para el conteo.

En la investigacion en Plukenetia volubilis L. no se utilizé la colchicina, a fin de
evitar errores, debido a que tratamiento de raices en mayor tiempo en colchicina, se
observaron células con cromosomas mas pequefios dando la apariencia de estar

encogidos (ver tabla N°06).

Para el caso de 8-hidroxiquinolina a 0.002 M: las células tratadas durante 4 - 6 h
respectivamente, mostraron cromosomas dispersos adecuados para el conteo. Se
obtuvieron células metafasicas en frecuencia de 15 - 20 por punta de raiz.

En investigaciones similares en “sacha inchi’, las mejores células metafasicas se
obtuvieron con 0.0005M y 0.001M a 4°C tratadas durante 6 y 8 h respectivamente.®
Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos en “sacha inchi’, “camu
camu” y “arracacha”; que utiliza una concentracion del reactivo a 0.002M a 4°C por

5.6,7,27
(

4 y 6 h respectivamente, a fin de acumular células metafasicas. ver tabla

N°07)
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En investigaciones en Rubus glaucus y Myrciaria dubia, mencionan que obtuvieron
mejores resultados con la 8-hidroxiquinolina, utilizados en la fase de pretratamiento
durante 4 - 6 h a temperatura de ambiente, los cuales fueron adecuados para el
conteo.*”’

Para el agua helada: el pre fijador de agua destilada helada, obtuvo buenos
resultados en durante 24 h de prefijacion a 4°C. Por el contrario, con el agua
potable de la Universidad Nacional Agraria La Molina, no se obtuvo buenos
resultados en la prefijacion a 4°C, esto se debe a que el agua potable de la

universidad es salina, lo que genera la plasmdlisis de la célula. (ver tabla N°08)

Estos resultados concuerdan con Blas y Gutiérrez?”’ quienes indican que, utilizando

agua destilada helada por 24 h, se observan cromosomas dispersos.

Se obtuvieron buenos resultados en las concentraciones (0.1% y 0.2%), en la
colchicina y a (0,002 M) de 8-hidroxiquinolina; de 4 y 6 h de prefijacion, a diferencia
de 2 h de prefijacion, en la cual se presentaron pocas células metafasicas con
cromosomas dispersos.

El empleo de agua destilada helada durante 24 h de prefijacién a 4°C, dieron
buenos resultados a medida que disminuye las horas de prefijacion disminuye

también las células metafasicas aptas para el contaje.

5.4 Fijador

En esta etapa se interrumpen rapidamente los procesos vitales de la muestra
conservando invariable la estructura fina de las células, ademas se incrementa la
naturaleza basdfila de la cromatina haciéndola susceptible de ser coloreada.®

Se utilizé un fijador de accion rapida, acida y deshidratante, que conserve el
nucléolo, los cromosomas y el huso acromatico, uno de los fijjadores mas
comunmente utilizados por cumplir con estas caracteristicas es la solucion de
Carnoy.*

Se requiere un minimo de 3 h a temperatura ambiente para fijar el material. Sin
embargo, es conveniente dar de 24 a 48 h en este proceso para facilitar la

dispersién de los cromosomas en el citoplasma. Si este tiempo es excedido y no se
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conserva a bajas temperaturas o se transfiere a alcohol, se corre el riesgo de que el

material se deteriore.*'

El fijador se prepara cada vez que se usa, debido a que este reacciona rapidamente
a temperatura ambiente, formando un éster y, por lo tanto, no tiene un mismo efecto

fijador.®

El fijador Carnoy 3:1, durante 24 h a 4°C resulté adecuado, y permitié una efectiva
muerte celular, sin alteraciones estructurales de las células, lo cual confirma su uso

”

casi universal, ya que este mismo fijador se utiliza para “camu camu”, “sacha inchi”,

“arracacha”.>® "%’

5.5 Maceracion

Esta etapa se realiza con el fin de romper las peptinas que unen las células y
facilitan el aplastastamiento.

A tiempo de exposicion menor el tejido sigue duro y las células aun no se dispersan
y a mayor tiempo de exposicidon las células se dispersan rapido y se rompen. Es
importante que las células se encuentren dispersas formando una sola capa; para
lograr este objetivo se deben destruir la pared celular y la pectina de las uniones
intercelulares, para lo cual se pueden utilizar agentes quimicos o tratamientos

enzimaticos, o mezcla de ambos.*®

La hidrolisis con Acido Clorhidrico (HCI) 1N, durante 8 a 12 min a 60°C tuvo buenos
resultados, ya que de lo contrario la pared celular no seria suficientemente
degradada; permitiendo observar células en una sola capa, evitando asi la
superposicion. Asimismo, igual concentraciéon de HCL 1N a 60°C utilizan cultivos,
tales como: “sacha inchi”, tiempo de exposicion adecuado del acido clorhidrico a
60°C es 7 min, en otros cultivos la maceracion mas comun es con &cido clorhidrico
1N a 60°C, tales como en papa de 6 a 8 min, “arracacha” de 10 a 12 min.>?"*

Con el uso del acido clorhidrico se reducen costos; no es necesario el uso de
enzimas para degradar la pared celular, solo varia el tiempo de exposicion en

diferentes cultivos.
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5.6 Tincion

Para tefiir los cromosomas se utilizan tintes basicos debido a la naturaleza acida de
la cromatina.® El colorante empleado fue aceto orceina al 2% durante 24 h, la cual

tile adecuadamente los cromosomas para el recuento cromosomico.

La tincién con aceto orceina al 2% fue efectiva para la visualizacion y diferenciacion
de los cromosomas, facilitando de esta manera el contaje cromosdémico.

Z.Q. Cai et al.,” también mencionan el uso de este colorante en el cultivo de “sacha
inchi” utilizado al 1% de aceto orceina durante toda la noche. Se reporta también el

LT3

uso de este colorante para otros cultivos como “papa”, “camu camu”, arracacha, a

la misma concentracion y tiempo de exposicion.*"*’

5.7 Determinacion del nimero cromosomico

Se reportaron 2n=44 cromosomas, encontrandose mayor numero de cromosomas

en distintas células hasta de una misma raiz.

En la investigacidon, se encontraron que en cada una de las entradas de los distintos
ecotipos existe 1 a 2 células con 2n= 40 y2n =52 cromosomas, los cuales podrian
ser mixoploidias, el cual indica la variaciones en el nUmero cromosémico entre
células en un mismo tejido o podrian ser debido a que la planta estuvo bajo
estrés.?’Por lo tanto las variaciones encontradas en las especies podrian deberse
también a que las especies son alopoliploides que se encuentran en proceso de
domesticacién, cruzandose entre ellas para su supervivencia, tal como lo reporta

Borbor®.

Estos resultados son similares a los obtenidos por Blas?, quien reporta en
“arracacha” de 1 a 4 células con 2n=88 cromosomas, los cuales corresponderian a
mixoploidias, que podrian ser debido a que la planta estuvo bajo estrés en
condiciones de la Universidad Nacional Agraria La Molina, o por un proceso de

infecciodn viral (BMS), que induciria a la duplicacion.

Estos resultados difieren con los resultados reportados, por Z.Q. Cai et al.,” quienes
reportan entre las 72 células observadas en Plukenetia volubilis, hay en11 total de
numeros de cromosomas diferentes, que van desde 2n=50 a 2n=86, encontrando

cromosomas diferentes no sélo en diferentes puntas de las raices, también en
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diferentes células de la misma punta. Los cromosomas con numero de 2n=50 se
encontraron en 2,78% de las células, y 1,39% de las células tenian el mas alto
numero de cromosomas de 2n=86. El numero de cromosomas mas comun es

2n=58 y alrededor de 27.79% de células con esta cantidad de cromosomas.

Asimismo, difieren en los resultados encontrados por Borbor®, en el estudio de
determinacion de la ploidia de “sacha inchi”, en 10 accesiones promisorias y el
ecotipo silvestre Apangurayacu, reporta que ambas de las especies de Plukenetia
volubilis L. presentaron con mayor frecuencia nimeros cromosémicos de 42, 44,
48, 52, 54, 56, 58, 62 y con menor frecuencia se encontraron células con: 64, 72,
76, 82, 86, 90, 96 y 101 cromosomas. Reportaron que Plukenetia volubilis L. es un

heptaploide con un nimero cromosémico 2n=7x= 56, siendo el numero basico x=8.

La variacion del niumero cromosémico puedo ocurrir por la no disyuncion durante el
proceso de divisidon celular, sea esta mitdtica o meiodtica, lo que produce numeros

desbalanceados de cromosomas.?
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V. CONCLUSIONES

1.- De los cinco ecotipos peruanos Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”, presenta un
namero de cromosomas 2n=44 cromosomas. El nimero de cromosomas de
Plukenetia volubilis L. es constante en los cinco ecotipos de los distritos de

Tarapoto, Moyobamba, Juanjui, Mazamari y Pichari.

2.- Se estandariz6 el procedimiento para la determinacion del nimero cromosomico
de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”, utilizando como pre fijaciéon la 8-
hidroxiquinolina a 0.002 M por 4 a 6 h a 4°C, la fijacién con Carnoy a 4°C por 24 h;
la hidrdlisis en HCI 1N a 60°C por 10 a 12 min y tincién en aceto orceina al 2% a
4°C por 24 h.

3.- La mejor hora de colecta de raices de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi” fue a
las 11 a.m. con un IM=12%, encontrandose mayor cantidad de células metafasicas

a esta hora.
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V. RECOMENDACIONES

1.- Realizar estudios citogenéticos del cariotipo de Plukenetia volubilis L. “sacha

inchi”, para obtener estudios mas detallados sobre la ploidia de la planta.

2.- Se recomienda utilizar camas de almacigo para la germinacion de las semillas

de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”.
3.- Los resultados obtenidos a través de la investigacion constituyen estudios

basicos del Plukenetia volubilis L., recomendado para utlizar en futuras

investigaciones en mejoramiento genético.
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VIl.  ANEXOS

Anexo 1: Preparacion de soluciones
Carnoy (3:1

e En un frasco agregar 3 partes de etanol al 100% y 1 parte de &cido acético

glacial. Mezclar bien y guardar en un frasco oscuro.

8-hidroxiquinolina al 0.002M

Para un litro de solucién:

e Pesar 0.2 g de 8-hidroxiquinolina.

e Disolver en 10 ml de etanol absoluto al 96%.

e En un vaso de precipitacion llenar con agua destilada hasta 990 ml, el cual
se mantiene agitando.

e Verter la solucién en etanol al vaso de precipitacion.

Llenar la solucién en un frasco oscuro cubierto con papel aluminio para

evitar la entrada de luz y mantener refrigerado.

Colchicina al 1%

Para 100 ml de solucién:
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e Pesar 1 g de colchicina. Disolver en 100 ml de agua destilada.
e Colocar la solucién en un frasco oscuro o cubrir con papel platina para

evitar la entrada de luz. Mantener refrigerado

Colchicina al 2%

Para 100 ml de solucién:

e Pesar 2 g de colchicina.

¢ Disolver en 100 ml de agua destilada.

e Colocar la solucién en un frasco oscuro o cubrir con papel platina para
evitar la entrada de luz.

e Mantener refrigerado

Acido Clorhidrico 1N

Para 1 litro de solucién:

e Medir 87.49 ml de HCL (concentrado)
e Enrazar alL con agua destilada.

¢ Guardar en un envase 0scuro.

Orceina acética 2%

Para 50 ml de solucién:

e Pesar 1 g de orceina.
e Disolver la orceina en caliente a 60° C, en 22.5 ml de acido acético glacial.
e Vertir los 22.5 ml en una mezcla de 27.5 ml de agua destilada.

e Mantener agitado durante 5 a 10 minutos y filtrar 1 6 2 veces.
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Anexo 2: Evaluacién de la hora mitética de cinco ecotipos peruanos de Plukenetia

volubilis L. Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tiempo
h) Campo Interfase Profase Metafase Anafase Telofase Total
1er campo 90 6 2 1 0 99
2do campo 96 5 3 1 0 105
8:00  3er campo 97 3 2 1 0 103
4to campo 91 2 1 1 0 95
5to campo 92 3 1 2 0 98
1er campo 91 7 4 3 0 105
2do campo 90 2 3 2 0 97
9:00 3er campo 92 4 1 2 1 100
4to campo 94 3 3 1 0 101
5to campo 93 3. 1 0 0 97
1er campo 89 3 2 2 1 97
2do campo 90 4 3 3 1 100
3er campo 91 6 3 2 0 102
10:00 4to campo 90 4 4 0 0 99
5to campo 92 3 5 2 0 102
1er campo 90 6 5 1 1 102
2do campo 84 3 6 4 0 97
3er campo 90 5 5 1 0 106
11:00  4to campo 86 6 4 3 0 99
5to campo 92 2 3 2 0 101
1er campo 85 2 5 1 1 97
2do campo 93 4 2 5 0 105
12:00  3¢r campo 90 5 4 3 0 104
4to campo 89 5 3 3 0 100
5to campo 87 4 4 1 0 96
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1er campo 84 4 4 0 100

2do campo 90 3 2 2 2 101

3er campo 96 5 4 1 0 106

4to campo 84 6 2 3 1 96

5to campo 87 4 4 3 1 99

1er campo 90 7 3 5 0 105

2do campo 82 4 2 3 1 92

14:00 3er campo 94 3 3 0 0 102
4to campo 93 3 3 4 1 104

5to campo 87 6 4 2 0 99

1er campo 90 8 2 6 1 107

2do campo 84 4 4 0 2 94

15:00 3er campo 91 1 3 1 0 96
4to campo 87 7 3 3 0 100

5to campo 93 4 4 2 0 103

1er campo 85 5 2 3 0 95

2do campo 90 8 3 3 1 103

16:00 3er campo 93 4 0 2 1 100
4to campo 95 3 2 2 3 105

5to campo 87 3 3 2 0 95

1er campo 94 6 2 4 0 106

2do campo 96 7 1 5 2 110

17:00 3er campo 86 2 3 3 0 101
4to campo 87 3 2 4 0 96

5to campo 85 2 1 3 2 93

1er campo 92 3 2 6 1 104

2do campo 88 8 1 2 0 99

18:00  3er campo 91 4 2 4 1 102
4to campo 90 7 0 2 1 100

5to campo 89 2 3 1 0 96
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Anexo 3: Total de células encontradas en diferentes fases de la mitosis de

Plukenetia volubilis L. Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tiempo

h) Interfase Profase Metafase Anafase Telofase Total
8:00 466 19 9 6 0 500
9:00 460 19 12 8 1 500
10:00 453 20 17 9 2 500
11:00 442 22 23 12 1 500
12:00 448 20 18 13 1 500
13:00 450 21 14 11 4 500
14:00 452 22 12 12 2 500
15:00 453 22 13 10 2 500
16:00 454 20 10 11 5 500
17:00 458 20 9 9 4 500
18:00 459 19 8 9 5 500

Anexo 4: Determinacion del indice mitoético de cinco ecotipos peruanos de

Plukenetia volubilis L. Universidad Nacional Agraria La Molina.

Tiempo Total de
Interfase Profase Metafase Anafase Telofase célulasen células IM

(h) division
8:00 466 19 9 6 0 34 Total 7
9:00 460 19 12 8 1 40 500 8
10:00 453 20 17 9 2 48 500 10
11:00 442 22 23 12 1 58 500 12
12:00 448 20 18 13 1 52 500 10
13:00 450 21 14 11 4 50 500 10
14:00 452 22 12 12 2 48 500 10
15:00 453 22 13 10 2 47 500 9
16:00 454 20 10 11 5 46 500 9
17:00 458 20 9 9 4 42 500 8
18:00 459 19 8 9 5 41 500 8
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Anexo 5: Division celular en Plukenetia volubilis L.

Interfase

Profase
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Metafase

Anafase

Telofase
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Anexo6: Obtencion de raices de las semillas colocadas en sustrato, jiffy-7, agua de

cafno y musgo prensado (sushine).

Sustrato musgo prensado (jiffy-7)

Sustrato agua
potable

Sustrato
sushine
canadiense.

Obtencion de raices de las

Obtencién de raices de las semillas colocadas en
semillas colocadas en agua sustrato de musgo prensado
potable. (jiffy-7).
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Obtencidon de raices de las
semillas colocadas en sushine
canadiense.

Anexo 7: Protocolo de trabajo para el contaje de cromosomas en Plukenetia

volubilis L.

Hora de coleccion: Prefijacion: tratamiento

Meristemos radiculares determinacion del con colchicina al 0.1% y

indice mitotico. 0.2%, 8-hidroxiquinolina

0.002M, agua helada a
4°C.
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Tincién
acettz orceina 2% a ~ Maceracién
4°C por 24 h Acido clorhidrico 1IN a Fijacion: Carnoy
60°C por 10 a 12 min (3:1/etanol absoluto: acido
acético glacial) por cada

hora a 4°C por 24 h

Aplastado o squash

Observacion: Por
campo Optico,
registro del numero
de células en
diferentes fases de la
mitosis.

=)

Anexo 8: Datos de pasaporte de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi”’, de la

coleccion del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Agraria La

Molina.

1) Departamento: San Martin
Provincia: San Martin
Distrito: Tarapoto.
Lugar de colecta: Tarapoto
Latitud de colecta:06°31'30”
Longitud de colecta: 76°21'50”

Tipo de muestra: semillas

2) Departamento: San Martin
Provincia: Mariscal Caceres
Distrito:  Juanjui.

Lugar de colecta: Juanjui
Latitud de colecta:7°10'37"
Longitud de colecta: 76°43'39"

Tipo de muestra: semillas
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3) Departamento: San Martin
Provincia: Moyobamba
Distrito: Moyobamba.
Lugar de la colecta: Moyobamba
Latitud de colecta: 76°43’
Longitud de colecta: 77°38’

Tipo de muestra: semillas

4) Departamento: Junin
Provincia: Satipo
Distrito: Mazamari.
Lugar de la colecta: Mazamari
Latitud de colecta: 11°19'42”
Longitud de colecta:74°31'50”

Tipo de muestra: semillas

5) Departamento: Cuzco
Provincia: La Convencion
Distrito: Pichari.
Lugar de colecta: Pichari- Teresa
Latitud de colecta:12°30°’57”
Longitud de colecta:73°49'37”

Tipo de muestra: semillas



Anexo 9: Microfotografias de células de Plukenetia volubilis L. “sacha inchi” para

resaltar los cromosomas en un mismo plano (a, b, c, d)

a) a ‘ b)

Anexo 10: Contaje cromosomico de células metafasicas de Plukenetia volubilis L.

“sacha inchi”.
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