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I. Aspectos generales y recursos genéticos de las raices andinas

Geneética de las células
somaticas de raices y
tuberosas andinas

David Talledo?, Carola Escobar?

El ciclo celular; Generalidades

El nimero y morfologia de los cromosomas de los organismos eucariontes se estudian con
mayor facilidad durante la metafase mitética. Sin embargo, esta es s6lo una etapa, por lo
general bastante breve, del ciclo celular. Para desarrollar un andlisis cariotipico a nivel de
contaje y de evidenciacion cromosémica es indispensable ubicar el preciso momento en
el cual los cromosomas presentan su mayor grado de condensacion. Este periodo suele
durar s6lo algunos minutos y depende de factores genéticos y ambientales.
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El ciclo celular es el mecanismo universal de reproduccion de las células eucariontes,
cuyo evento principal es la reproduccion del nimero de cromosomas, siendo la mitosis el
mecanismo de division de los cromosomas, del ndcleo y de toda la célula.

El ciclo celular completo (regular) del organismo en crecimiento comprende dos etapas:
la interfase (prolongada) y la mitosis (mas breve: de 1/7 a 1/10 de todo el ciclo celular),
gue consta de cuatro fases — profase, metafase, anafase y telofase.

Durante la interfase es posible observar un periodo S (sintesis) y dos periodos G, G1
(anterior a S) y G2 (posterior a S). Durante el periodo comprendido entre la telofase y la
fase S, los nacleos presentan la cantidad de material genético propio de la especie (2n).
Durante la fase S esta cantidad aumenta paulatinamente y a partir del periodo G2 hasta la
siguiente telofase es el doble. Sin embargo, el ciclo celular no siempre termina con la
divisién celular (Figura 1). Los periodos G1 y G2 no son s6lo espacios de transicién al
periodo Sy a la mitosis, sino también son espacios de decision sobre si la celula continta
o no en el ciclo de la division o si se separa temporalmente o definitivamente de él.

Los ciclos celulares incompletos pueden ser de dos tipos:

1. Cuando se reducen las fases finales de la mitosis y como resultado (de esta mitosis
poliploidizante) se forma una célula con un complemento cromosémico
duplicado y separado.

2. Cuando se reducen toda las fases de la mitosis (las células se bloquean en G2) y
como resultado se forma una célula con cromosomas (cromatides) duplicados
pero que no se separan; en el siguiente ciclo, con diplocromosomas Yy, luego de
varias endoreproducciones, con cromosomas politénicos.

Materiales y métodos

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 tejidos
meristematicos se dividen en apicales, remanentes, secundarios y meristemoides. 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 ldminas
preparadas a partir del meristema radicular, la base de hojas jovenes, los conos de
crecimiento del tallo, asi como en laminas de polen.

El estudio del ciclo celular consta de las siguientes etapas experimentales: seleccién de la
muestra (meristemos radiculaes): fijacion coloracion; squash (aplastado), analisis al
microscopio; obtencién de microfotografias (documentacion de los resultados),
evaluacion de los indices mitoticos parciales y totales y calculo de la duracion en horas
del ciclo celular asumiendo un valor medio para un ciclo completo e interpretacion de
los mismos (Talledo et al., 1995).
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Figura 1. Mecanismos de multiplicacion del genoma durante el ciclo celular.

Para el andlisis del nimero y morfologia cromosémica es necesario establecer el periodo
en el cual se dividen intensamente las células meristematicas. Los resultados obtenidos en
el estudio del ciclo celular permitiran determinar este periodo estableciendo la mejor hora
del dia para la prefijacién, en funciéon del nidmero de células en division y de los
componentes del indice mitotico. Luego de la prefijacion con colchicina o alfa-
bromonaftaleno (ABN) se procede a: la fijacion; maceracién y coloracién de las raices
fijadas; prensado o squash; observacion al microscopio de las laminas montadas y
seleccion de las mejores células; toma de microfotografias; analisis de las fotografias
(conteo cromosémico, mediciones, estudios de la estructura y parametros morfolégicos
entre ellos (Talledo et al.,1995; Escobar y Talledo, 1995) (Figura 2).

Importancia de los estudios citologicos y genéticos en tuberosas
andinas

Debido a las consideraciones, observadas y reportadas por muchos investigadores (Gibbs.
et al., 1978; Naranjo et al., 1983; Turkov et al., 1984; Pijnacker et al, 1989; Talledo et al.,
1993) como:

e La gran variabilidad de reportes respecto al numero, tamafio y forma de los
cromosomas de las especies de este grupo

e Ladificultad para evidenciar cromosomas mitoticos, especialmente metafasicos
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e La alteracion de las caracteristicas de las muestras originales del germoplasma
(oca) introducido para su reproduccion in vitro y

e La insuficiencia de los métodos utilizados en la evaluacion de su estabilidad
genética.

MATERIAL BIOLOGICO

4
OBTENCION DE MERISTEMOS

1.Cultivo hidropdnico (Arena de cuarzo como sustrato
y sustancias nutritivas de uso comercial)

2.Camaras humedas (placas Petri recubiertas con una
capa de algodén humedecido en agua)

3.Cultivo de teiidos.

v
[ SELECCION DE LA MUESTRA ]
/ Meristemos radiculares \

[ DETERMINACION : J DETERMINACION:
IF. IM. CC. o

PRE - FIJACION
Ichicina 1% ABN Sol. r

FIJACION
[Carnov 3: 1 aintervalos de] h/'fé‘ijcﬁCIr%Ta

1 hora, durante 24 horas

MACERACION
Solucién Enzimatica de

[ COLORACION j
Carmin Acético 5% - Orceina Acética 4.4%

/{ ANALISIS AL MICROSCOPIO J\

( TRATAMIENTO DE LOS DATOS ] ( TRATAMIENTO DE LOS DATOS ]
IF e IM Parciales (%) cada hora Numero cromosomico.
IF = Ne células c/fase / N- total de células x 100
IM=IFp + IFm + IFa + IFt.
IF e IM TOTALES (%)
IF=IF % Parcial c/fase / No de horas

IM=IFp + IFm + |IFa + IFt (IF Totales) MORFOLOGIA CROMOSOMICA
C.C. bc = BRAZO CORTO (Q

Estada Total |1l P{M|IAlT bl = BRAZO LARGO (O
_Enesozuancia L-=bc + bl (Q

:I'\:/l((";)) L= (L=,/<L= n) x 100

0 _
Duracién en horas asumiendo un valor medio para l-=(bc/L» x 100
un ciclo completo
—

PELICULA EN B/N DE BAJA
SENSIBILIDAD

(UNTERPRETACION DE L 0S RESUITADOS

Figura 2. Protocolo de trabajo.
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Hemos considerado conveniente iniciar nuestros estudios a partir de la secuencia del
ciclo celular, lo cual nos permitird responder parcialmente a alguno de los problemas
planteados en tuberosas andinas.

Aplicaciones del estudio del ciclo celular
El estudio del ciclo celular nos permite (del Campo, 1988; Talledo y Escobar 1995):

e Eliminar el factor del azar y utilizar criterios objetivos para la toma de las muestras.

e Esclarecer las causas que determinan el importante rol de la poliploidia en el
proceso de diversificacion de las especies propias de zonas montafiosas.

e Determinar las causas de la divergencia de reportes en cuanto a numeros
cromosOémicos en algunas especies; v,

e Esclarecer las causas de la variacion somoclonal observada en algunos cultivos
reproducidos in vitro.

Ciclo celular regular o completo, ejemplo: ashipa (Pachyrhizus
tuberosus) y ahipa (Pachyrhizus ahipa)

Pachyrhizus tuberosus y P. ahipa son dos raices andinas pertenecientes a la familia
Fabaceae, ricas en potasio y vitamina C. Estas raices, de sabor dulce y pulpa blanca son
consumidas generalmente crudas acompafando las ensaladas de verduras o frutas,
aungue a veces son cocidas al vapor y fritas a fuego lento. Por su agradable y refrescante
sabor son muy apreciadas y populares en los meses de verano (National Research
Council, 1989).

Estas especies presentan dos peculiaridades importantes (Kjaer y Sorensen, 1994):

e La capacidad, Unica entre las leguminosas, de formar raices reservantes.

e A diferencia de las demas raices andinas, presentan simbiosis con las bacterias del
género Bradyrhizobium, fijadora del nitrégeno libre de la atmdsfera.

Con base en la evaluacién ciclica para un periodo de 24 horas del Indice de Fase (IF) e
Indice Mitético (IM) parciales y totales se establecié que la mejor hora para la prefijacion
con inhibidores es a las 14:00 horas (IM= 16 %), presentdndose un pico secundario
bastante breve a las 19:00 horas. Durante las demas horas los IM fueron bajos, fluctuando
entre 2 % de la poblacion celular. Al analizar el ciclo celular en su conjunto encontramos
gue sélo entre las 13:40 y 14:20 aprox. parece desarrollarse francamente la mitosis
(Figura 3).

La curva del grafico nos permite asumir un valor medio de 7 horas para un ciclo
completo por lo que la duracién del ciclo mitético en base a la evaluacion de los IF e IM
totales, es de 43 minutos, de los cuales 24 minutos son ocupados por la Profase; 7
minutos por la Metafase, 5 minutos por la Anafase y 7 minutos por la Telofase (Tabla 1).
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Figura 3. Secuencia del ciclo celular en Pachyrhizus.

Ciclo celular irregular o incompleto, ejemplo: Oca (Oxalis tuberosa)

El género Oxalis estd formado por 800 especies, distribuidas en casi todo los hébitat de
América del Sur y de Africa del Sur (Marks, 1956). No esta citado.

La oca (O. tuberosa ) es conocida como la de mayor importancia econémica entre las
especies de este género, debido a su alto contenido proteico y lipidico, asi como su
capacidad de tuberizar, singular entre las especies de Oxalis.

Aunque el origen de la oca es poco conocido, los contajes cromosomicos demuestran
gue éstas son poliploides en la mayoria de los casos, lo que refleja su capacidad de
adaptacion a condiciones climaticas severas y altas elevaciones (De Azhue y Martinez,

1990).
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Tabla 1. Determinacion de los Indices de Fase (IF) e Indice Mitético (IM) totales y de la
duracion del ciclo celular en Pachyrhizus.

Estado Total Interf. Prof. Metaf. Anaf. Telof.
Frecuencia 25 976 23 337 1,478 414 298 449
IF (%) 100 89.84 5.69 1.59 1.15 1.73
IM (%) 10.76 = (5.69 + 1.59 + 1.15 1.73)
Duracioén hr 7:00 (6.29) (0.40) (0.12) (0.08) (0.12)
Asumiendo un valor medio
para un ciclo completo = 7:00 6:17 0:24 0:07’ 0:0%’ 0:07’

7:00 hr

Con base en la evaluacién ciclica para un periodo de 24 horas de los Indice de Fase e
Indice Mitético parciales y totales, se establecié que la mejor hora para la prefijacion esta
comprendida entre las 07:30 y las 08:30 horas (IM=92.17 %). Durante las demés horas
los IM fueron bajos, fluctuando entre 2 % (21:00) y 23 % (24:00). Sin embargo, los
valores del IM registrados para las 23 horas fueron extrafiamente elevados, alcanzando el
89.19 %. En estas condiciones el ciclo celular parece durar seis horas, sin embargo esto
se debe a la alteracion de su flujo normal (Figura 4).

Es posible observar que entre las 06:00 y las 08:00 horas y luego a las 23:00, el
porcentaje de profases ocupa la mayor parte de la poblacion celular en division. Durante
las demas horas, excepto las 23:00, se acumularon telofases. Las fases restantes (metafases
y anafases) parecen presentarse en pequefia proporcion, o no presentarse. Esto nos
indicaria la irregularidad del ciclo celular. La permanencia de las células en fase anterior,
por lo que el material genético, luego de duplicarse en la interfase, no necesariamente se
va a distribuir entre las células hijas. La aparente duracién de seis horas de amitosis no
corresponde a la de un ciclo normal (que suele ocupar entre 45’ y 75’) (Figura 5).
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Figura 4. Secuencia del ciclo celular en Oxalis.

Genética de las células somaticas de raices y tuberosas andinas 8 3



IM (%) INTERFASE M (%)

100 | 100
90 [ 90 F
80 [ 80
70 701
60 [ 60 ANAFASE
50 50 F
40 40
301 30k
201 201
10[ 10
0 0
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24
IM (%) Horas IM (%) Horas
100 100
90 o0 F
80 80
701 70
so0F 60 F TELOFASE
50 PROFASE 50
40 40
301 30l
20 201
o | -« 7
02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24 02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 24
M (%) Horas Horas
100
90 [
80
70
60 [
ol METAFASE
40
30F
201
10
0 -

02 04 06 08 10 12 14 16 18 20 22 22

Horas

Figura 5. Secuencia de los Indices de Fases en Oxalis tuberosa.

Al analizar el ciclo celular en su conjunto encontramos que sélo entre las 07:00 y 08:00
horas parece desarrollarse francamente la mitosis, aunque a través de la acumulacion de
profases. Como se observa en la Tabla 2, el ciclo normal de divisién se estaria
produciendo sélo en parte de esta poblacion y su duracion seria de 75 minutos.

Tabla 2. Determinacion de los Indices de Fase (IF) e Indice Mitético (IM) totales y de la
duracioén del ciclo celular en Oxalis.

Estado Total Interf. Prof. Metaf. Anaf. Telof.
Frecuencia 24,597 18,442 3,828 93 21 2,213
IF (%) 100 74.98 15.56 0.38 0.308 9.00
IM (%) 25.02 = (15.56 + 0.38 + 0.08 9.00)
Duracion hr 5:00 (3.75) (0.78) (0.02) (0.01) (0.45)
Asumiendo un valor
medio para un ciclo 5:00 3:45’ 0:47 0:07’ 0:0'06” 0:27

completo = 5:00 hr
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El ciclo celular en raices y tuberosas andinas

Sobre la base de nuestras observaciones en raices y tubérculos andinos (RTAs) ha sido
posible establecer:

En maca, mashua, pachyrhizus y yacdn, no se registraron alteraciones; la mitosis presenta
una duracién aproximada de 60 minutos, lo que corresponde a la duracion de un ciclo de
division normal (que suele ocupar entre 45 y 75 minutos), asi como ciclos regulares. Esto
condiciona la estabilidad de sus niameros cromosémicos (2n).

El flujo normal del ciclo celular nos indica que la variabilidad fenotipica de estas especies
puede producirse en funcién de la variabilidad a nivel génico y cromosémico
(aberraciones estructurales) y que la influencia de las alteraciones gendémicas/numeéricas
no es significativa (Figura 6).

En oca y olluco, se registraron alteraciones en el curso del ciclo celular, particularmente
ciclos incompletos, con una notable incidencia de ciclos irregulares (bloqueo parcial en
profase para la oca y bloqueo en telofase para ambas). Asi mismo, en oca se observa una
prolongacién del ciclo celular hasta aproximadamente seis horas. La alternancia de
interfases normales con mitosis irregulares podria condicionar en estas especies la
diversidad de reportes para el nUmero cromosémico y constituir uno de sus probables
mecanismos de poliploidizacion (Figura 6).

PRIMER CICLO SALIDA DEL CICLO SEGUNDO CICLO

cicLo
DIPLOIDE

cicLo
TETRAPLOIDE

MASHUA, MACA
YACON, PACHYRHIZUS

N: Complemento Haploide, c: Nivel haploide de ADN
BP: Bloque en Profase C-M:C- mitosis
Ft: Fusion de telofases

Figura 6. Mecanismos de multiplicacién del genoma de las RTAs durante el ciclo
celular.
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En conclusién, los ciclos celulares incompletos (irregulares) condicionan una alteracion
de la division celular, incrementando la duracién del ciclo y facilitan un mecanismo para
la multiplicacion del genoma.

e Parece claro que la circunscripcion de las formas poliploides a las regiones
montafiosas no constituyen una regla general para todo los grupos sistematicos.

e Es evidente que las diferentes especies presentan distinta plasticidad, por lo tanto,
su reaccion a la accién de factores ambientales es diferente.

El nimero cromosomico en raices y tuberosas andinas

Los nameros cromosémicos contados en microfotografia de 10 metafases por especies
fueron los siguientes (Tabla 3):

Tabla 3. NUmeros cromosdmicos en raices y tubérculos andinos.

Nombre comun Especie N° Cromosomico
Yacon Polymnia sonchifolius 2n =60
Ulluco Ullucus tuberosus 2n=2x =24
Oca Oxalis tuberosa 2n=14
Mashua Tropaeolum tuberosum 2n =28
Maca Lepidium meyenii 2n=24
Ashipa Pachyrhizus tuberosus 2n =22
Ahipa Pachyrhizus ahipa 2n =22

Asimismo, nuestras observaciones revelan que en funcion del tamafio de los cromosomas
de estas especies es conveniente utilizar en calidad de prefijadores (Tabla 4):

e Una solucion de alfabromo-naftaleno (ABN) a 4 °C durante 4-5 horas para las
especies cuyos cromosomas estan comprendidos entre 2 y 4 micras (mashua, oca,
ulluco, ashipa y ahipa) y

¢ Una solucion de Colchicina a 4 °C durante 4-5 horas para maca y yacoOn, ya que
presentan cromosomas mayores de 4 micras.

Tabla 4. Prefijadores apropiados segun las especies de raices y tubérculos andinos

Tamafio de los cromosomas

(micras) Prefijador

Especie

Ulluco 2-4 Solucion de ABN a 4 °C durante 4-5 horas

Oca

Mashua

Ashipa

Ahipa

Maca

Yacon +4 Solucién de Colchicinaa 4 °C
durante 4-5 horas
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Aplicaciones de los estudios citogenéticos

Las investigaciones citologicas no solo dan a conocer las peculiaridades citogenéticas de
los organismos (ciclo celular, nimero y morfologia cromosémica), sino que gracias a la
particular condicion de los cromosomas como portadores de la herencia también nos
permiten (Talledo et al., 1993):

e Utilizar criterios adicionales para la clasificacién taxonémica y filogenética de las
especies.

e Aclarar una serie de problemas evolutivos (tanto generales como referidos al origen
de determinados grupos).

e Predecir el comportamiento de las muestras en los bancos de cultivos in vitro

e Asimismo constituyen un requisito indispensable para la caracterizacién a nivel
molecular.

En taxonomia y evolucion

La citologia es una de las ciencias que ha influido de manera significativa sobre la
taxonomia y la evolucién durante las ultimas décadas, ya sea sola (Citotaxonomia) o
combinada con la genética (Citogenética). Los caracteres citologicos (ciclo celular,
namero y morfologia cromosémica) son usados en forma similar a cualquier otra clase de
datos comparativos (Heywood, 1968).

Evolucion mediante la variacion del numero base y de la morfologia
cromosomica

A continuacion describiremos brevemente cdmo los estudios citogenéticos realizados a la
fecha pueden contribuir a aclarar una serie de problemas evolutivos en las especies de la
familia Fabaceae (Figura 7).

La familia fabaceae, que integra al orden Fabales, estd constituida por Tribus, las que
estdn conformadas por géneros. En las Tribus de esta familia los nimeros base (x)
permanecen constantes, aunque se presentan algunas excepciones.

En la Tribu VICIEAE se presenta un fendmeno bastante interesante. EI nUmero haploide
predominante entre las especies que la integran es de x= 7. Sin embargo, también se
presentan nimeros diferentes de 7 (n=5y 6).
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ORDEN FABALES
(= Leguminosae)

v

FAMILIA FABACEAE
(= Papilonaceae)

v
l TRIBUS l

NUMERO CROMOSOMICO

2N X
Lens ervoides "Lenteja" 14
VICIEAE Pisum sativum "A"rvejaj' . 14 7
— Lathyrus sativus "Arveja 14
| Vvicia | [10.12,14] | 56,7
| CICEREAE |—>| Cicer arietinum "Garbanzo" |
[TRIFOLIEAE |—»[ Medicago sativa "Alfalfa” |
Pachyrhizus tuberosus "Ashipa" 22
Pachyrhizus ahipa "Ahipa" 22
Phaseolus acutifolius "F. tepary" 22
PHASEOLAE P»| Phaseolus coccineus "F. ayocole" 22 11
Phaseolus lunatus "Pallar" 22
Phaseolus vulgaris "F. comuan" 22

Figura 7. Aplicaciones: Cromosomas — taxonomia y evolucién.

Ademas de la aparente poliploidizacion encontramos en el género Vicia una variacion
del nimero base de cromosomas, que se incrementade x=5ax=6y 7.

Esto nos indica que ademas de la variacion de los niveles de ploidia, observables en
determinadas unidades sistematicas y poco frecuentes en la familia Fabaceae, es posible
encontrar variacion de los propios numeros base (x). Este Gltimo parece tener mayor
importancia evolutiva debido a que esta ligada a las lineas principales de desarrollo de la
familia.

En la tribu CICEREAE encontramos a Cicer arietinum (garbanzo) con un nimero basico de
x= 8y un numero diploide de 2n = 16.

Sin embargo, en la Tribu TRIFOLIEAE con Medicago sativa (alfalfa) el nimero haploide es
igual al de las especies de la Tribu CICEREAE con la diferencia que aqui el numero
diploide se increment6 a 2n = 32 a través de un proceso de poliploidizacion. En este caso
nos encontramos frente a un tetraploide con 2n= 4x=32, donde n=8.

En el caso de la Tribu PHASEOLAE el nimero cromosémico x= 11 es uniforme en todas
las especies que la integran.

Nuestros resultados en cuanto a Pachyrhizus tuberosus y P. ahipa, corroboran lo sefialado
por otros autores en cuanto que el nimero base de cromosomas es de x= 11 en toda las
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especies de Pachyrhizus, al igual que en la mayoria de las de los géneros de la Tribu
PHASEOLAE.

Como se observa en la Figura 8. Los numeros base menores (x=7,8) caracterizan a las
formas originales y menos evolucionadas. Las formas cultivadas y més evolucionadas se
caracterizan por presentar nimeros bases mayores >(x =11) como es el caso de la Tribu
PHASEOLAE; cuyos cromosomas — por ejemplo, en la Tribu VICIEAE llegan a presentar

una L? igual a 8-9 micras (Figura 8b).

VICIEAE
n=7 2n=14

y

CICEREAE
n=8 2n=16

/

TRIFOLIEAE
n=8 2n=32

Formas originales y menos
evolucionadas

Formas originales y mas
evolucionadas.

Formas cultivadas y mas evolucionadas
que han existido por mas tiempo y han

sido utilizadas en el fitomejoramiento.

PHASEOLAE
n=11 2n =22

| JLI
II‘ ’\3__\
L Y

A : Vicia benghalensis

B : Phaseolus vulgaris % *
-

Figura 8. Grado evolutivo: a. Grado

b. Metafases de Vicia y Phaseolus.

evolutivo 'y numeros base;

Cuando la evolucién cariotipica al interior del género se ha producido sin que se
modifiqgue el ndmero cromosémico, como en las especies que conforman la Tribu
PHASEOLAE, la diferenciacién de las especies se puede establecer en base a la
morfologia de cromosomas.

Para graficarlo podemos sefialar los trabajos realizados en especies del género Phaseolus
en el laboratorio desde 1987 (Figura 9).
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Ph. acutifolius Ph. aureus Ph. coccineus Ph. lunatus

ESPECIE FORMULAS SIMETRIA GRADO EVOLUTIVO
Ph. acutifolius | K(n=11)=7M + 4SM + + Formas originales y
morfologicamente
menos primitiva.
Ph.aureus K(n=11) =6M + 4SM + 1SA + - Tipos cultivados y
méas diferenciados.
Ph. coccineus | K(n=11) = 7M + 4SM + + Formas originales y

morfologicamente
menos primitivas.

Ph.lunatus K(n=11)=9M + 2SM + 4 + Formas originales y
morfologicamente mas
primitivas.

Figura 9. Andlisis comparativo de la morfologia cromosémica en las especies del
género Phaseolus.

En base a la morfologia de los cromosomas es posible apreciar algunos cromosomas
similares como en el caso de P. acutifolius y P. coccineus (con 7 metacéntricos y 4
submetacéntricos) y a otros con diferencias notables como en el caso de P. aureus con un
par de cromosomas acrocéntricos, lo que permite utilizar este par de cromosomas en
calidad de marcadores.

Las caracteristicas cariomorfologicas evidenciadas para cada especie permitieron:

e El determinar el grado de simetria de las especies estudiadas
e El contar con criterios taxonémicos adicionales para la clasificacién de las mismas

e El esclarecer su estrategia evolutiva y ubicacion filogenética.

Evolucion mediante poliploidizacién

El gran nimero de reportes de poliploidia para RTAs, especialmente en lo que se refiere a
tuberosas, da lugar a una serie de interrogantes. La méas importante de ellas parecer ser la
explicacion de su origen. La poliploidia puede producirse por dos mecanismos
principales: en forma vegetativa, frecuentemente mediante la formacién de quimeras
(Winkler, 1919; Talledo, 1991), o en forma generativa (Gates, 1924; Navashin, 1931;
Peloquin, 1983). Se ha demostrado que la formacién de gametos diploides es un
fenbmeno bastante frecuente y que pude producirse como consecuencia de la
esporogénesis “normal”, en individuos tetraploides, asi como por los mecanismos de FDR
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(First Division Restitution) o SDR (Second Division Restitution), en diploides (Ramanna,
1979).

La posibilidad de combinacion de un gameto 2n con uno normal serd mayor que la de
dos gametos 2n y, por lo tanto, la formacién de organismos triploides puede ser
facilmente explicada. Sin embargo, el origen de los pentaploides, hexaploides y
organismos de mayores niveles de ploidia es bastante mas dificil de explicar. Su aparicion
por la via generativa podria ser consecuencia sOlo del poco probable desarrollo
consecutivo de una FDR y una SDR en una sola meiosis.

Aqui mencionaremos algunas consideraciones. La formacion del complemento diploide
(2n) de cromosomas puede ser enfocada como un proceso de poliploidizacion y, por lo
tanto, los nucleos normales representarian el tipo mas comun de poliplodia. Si
consideramos que la poliploidia es consecuencia de la formacién de gametos 2n, la
formacion de organismos triploides debe ser consecuencia de la fusiébn de un gameto
diploide (2n) con uno normal (n). La fusion de dos gametos 2n dara lugar a la formacién
de un zigote 4n. Por cuanto la fusién de los gametos 2n se produce segun la Ley de las
Probabilidades, la frecuencia de formacion de triploides debe reflejar la frecuencia de
formacion de gametos 2n. Por cuanto la fusion de los gametos de gametos se produce
segun la Ley de Probabilidades, los zigotes 4n deben formarse con menor frecuencia que
los 3n, concretamente, tanto menos frecuentemente como menor es la frecuencia de
formacion de gametos 2n con respecto a la formacion de gametos normales (n).

Estas simples consideraciones no se corroboran cuando observamos la frecuencia de
niveles de ploidia para algunas raices y tubérculos. Si asumimos que el porcentaje de
polen 2n es igual 2 6vulos 2n, la posibilidad de fusion de dos gametos 2n sera igual al
cuadrado de la posibilidad de fusion de dos gametos 2n con uno normal (n) y viceversa;
es decir, la posibilidad de la unién de un gameto 2n con uno normal sera la raiz cuadrada
de la posibilidad de fusion de dos gametos 2n. Por ejemplo, si se formara 1% de gametos
2n, en la progenie se tendra una cantidad similar de individuos triploides (1/100); la
posibilidad de combinacién de dos gametos 2n serd igual al cuadrado de esta cifra y se
debe obtener 0.1% de tetraploides (1/100 x 1/100).

En algunas RTAs observamos con mayor frecuencia individuos tetraploides y con mayores
niveles de ploidia que triploides de donde se desprende que la poliploidizacion en estos
cultivos no se produce segun la Ley de Probabilidades y que la ausencia de la division
reduccional no explica suficientemente el aumento de la frecuencia de individuos con
mayores niveles de ploidia. Esto sugiere fuertemente que el origen de la mayoria de los
mismos es de otra naturaleza; es decir a partir de tejidos poliploidizados o de la
poliploidizacion del zigote inmediatamente después de la fecundacion. Por lo tanto,
parece claro que existe algun factor (o varios factores) que influye (n) sobre el incremento
de la formacion de tetraploides (4n) y de individuos con niveles aiin mayores de ploidia
(Vb.:8n). Sobre la naturaleza de estos factores se trata a continuacion.

Las alteraciones del ciclo de divisién celular resultan de la interaccién de procesos
determinados genéticamente con la influencia del medio ambiente en la misma medida
gue los demas aspectos del fendbmeno viviente. Sobre la cariocinesis, la separacién
(disyuncion de los cromosomas, puede influir una serie de factores tales como la
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temperatura, las radiaciones, agentes quimicos, etc). Por otro lado, parece probable que
determinadas condiciones de desarrollo influyan sobre la labilidad del aparato de divisién
celular.

Durante las etapas iniciales del desarrollo es posible observar diferentes alteraciones del
aparato cromosOmico en algunas células de los tejidos meristematicos. La mayor parte de
las mismas es eliminada durante la ontogénesis (como resultado de deficiencias durante
su reproduccion, degeneracién o seleccion). Si el tejido continda su desarrollo se
conservaran sélo algunas de estas alteraciones y la planta se convertira en una quimera.

La alteracion de los niveles de ploidia en el tejido saprofitico indiferenciado presenta una
serie de ventajas evolutivas con respecto a las que se producen durante la gametogénesis.
El tejido saprofitico da lugar a los 6rganos generativos y el incremento del nivel de ploidia
de sus células dara origen a la formacién de una gran cantidad de gametos 2n funcionales
y de ambos sexos, por lo que la posibilidad de transmitir la nueva organizacion
cromosOmica a la siguiente generacion serd mayor que si el aumento del nivel de ploidia
se produjera durante la esporogénesis. Asimismo, es posible que los niveles de ploidia se
incrementen varias veces en las células somaticas, mientras que esta posibilidad es casi
nula durante la breve vida de los gametos.

En citogenética y cultivo de tejidos

A continuacion describiremos brevemente cédmo los estudios citoldgicos realizados a la
fecha en Oxalis tuberosa pueden contribuir a aclarar:

En citogenética

La gran variabilidad de reportes respecto al nUmero, tamafio y forma de los cromosomas
de la especie de Oxalis.

La dificultad de evidenciar cromosomas mitéticos, especialmente metafasicos.

En el cultivo de tejidos

La importancia del cultivo de tejidos radica principalmente en la propagacion,
conservacion y exportacion del germoplasma nativo. En un principio el objetivo principal
fue la propagacion clonal rapida de un gran nuamero de plantulas, asi como la
conservacion de germoplasma en condiciones controladas en un espacio y tiempo
reducidos.

Sin embargo, poco a poco fueron presentdndose una serie de inconvenientes
especialmente en especies nativas (oca) lo que llevo a enfrentarse con:

e Dificultades en estandarizar los medios de cultivo para la propagacion vy
conservacion.

¢ Dificultades en la micropropagacion

e Dificultades en el almacenamiento del germoplasma
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e Alteraciones en las caracteristicas de las muestras originales del germoplasma y

e Aparente insuficiencia de los métodos utilizados para la evaluacion de su
estabilidad.

Los resultados de nuestros estudios en oca (ciclo celular y nUmero cromosémico) pueden
contribuir a comprender e interpretar los problemas mencionados anteriormente.

El bloqueo de la mitosis o parte de ella no impide la reproduccién de los cromosomas, a
su vez, la separacion de los cromosomas y la formacién de sus nucleos hijos no son
predeterminantes para la citotomia. Como consecuencia, en los ciclos siguientes a partir
de estas mitosis incompletas (es decir que no presentan alguna de sus fases normales),
sera posible observar metafases con complementos cromosémicos duplicados o con
diplocromosomas. Esto podria explicar la diversidad de reportes con respecto al nimero
de cromosomas, asi como la dificultad, sefialada por muchos autores, para evidenciar
cariotipos en cromosomas mitéticos (Gibbs et al., 1978)

La inhibicion parcial de los procesos mitdticos en estas células puede reflejar su
desarrollo normal o haberse desencadenado por el traslado de los mismos a un habitat
diferente. En cualquier caso es preciso tomarla en cuenta tanto para los trabajos en
campo, como para la conservacién y propagacién in vitro. Entre las plantas de oca
obtenidas por cultivo de tejidos se observa una gran variabilidad fenotipica, la misma que
es inherente a todo los regenerantes obtenidos por cultivos de tejidos. Parecer ser que
parte de esta variabilidad puede deberse a variaciones del numero y estructuras
cromosOmicas y que las mismas son el resultado de manifestaciones de selectividad del
medio respecto a las células del explante primario. Es evidente que una poblacion como
la descrita presentara inevitablemente varias lineas celulares diferentes, por lo que la
variabilidad somoclonal puede ser inherente a la muestra o, en el mejor de los casos, a
algun tipo de muestra tomado fuera de su entorno natural.

En los hibridos sométicos, obtenidos a partir de la fusion celular in vitro, la
direccionalidad de la eliminacién de cromosomas parece depender principalmente de las
caracteristicas de las células utilizadas. Los cromosomas de las células con menor
actividad mitéticas presentaran la mayor posibilidad de ser eliminadas (De Vries, 1987).
La etapa del ciclo celular es otro factor importante para la eliminacién cromosémica.
Tanto en hibridos somaticos vegetales como animales se ha demostrado que la fusion de
células interfasicas con células en otras fases del ciclo de divisién da lugar a la
condensacion prematura de los cromosomas interfasicos (Rao and Jhonson, 1970);
Szabados and Dudits, 1980; cit. De Vries, 1987). La condensacion prematura de los
cromosomas puede llevar a su fragmentacién o eliminacién.
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