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La duplicacién cromosémica con colchicina es uno de los métodos
mas importantes para el restablecimiento de la fertiidad de hibridos
obtenidos de una cruza intergenérica o interespecifica, debido a que este
tipo de cruzamientos normalmente presentan anormalidades en el
apareamiento  meibtico por incompatibilidad cromosémica. Estas
anormalidades se presentaron en el cruzamiento intergenérico entre

Helianthus annuus y Tithonia rotundifolia lo que produjo hibridos estériles.

\



El objetivo del presente trabajo fue probar distintos tratamientos con
colchicina en meristemos, para obtener tetraploides en los progenitores del
hibrido intergenérico Helianthus annuus x Tithonia rotundifolia y después

aplicar el mejor tratamiento al hibrido para restaurar su fertilidad.

El mejor tratamiento fue de 200 mg L™ de colchicina durante 5 horas
con un 36 % de células tetraploides en mitosis. Después de 5 horas este
porcentaje disminuy6é y los poliploides mayores a 4x aumentaron. Sin
embargo en todos los tratamientos se presentaron mosaicismos lo que
probablemente origind el restablecimiento del nivel de diploidia, comprobado

mediante analisis meidticos en diacinesis con 17 cromosomas bivalentes.

Las altas concentraciones de colchicina provocaron una disminucion
en la viabilidad del polen, probablemente a consecuencia de alteraciones en

la fisiologia de la planta.

No se observaron diferencias estadisticas significativas en las
mediciones fenotipicas en ambas especies que pudieran evidenciar un
aumento en el nivel de ploidia, tal como se ha detectado en otras especies

duplicadas con colchicina.
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ABSTRACT

Development of a chromosome duplication protocol in intergeneric
hybrids Helianthus annuus x Tithonia rotundifolia
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Chromosomal duplication with colchicine is one of the main methods
for restoring fertility in hybrids derived from intergeneric and interspecific
crosses, because these types of hybrids usually have abnormalities in the
meiotic chromosome pairing. These abnormalities occurred in the
intergeneric cross between Helianthus annuus and Tithonia rotundifolia,

which produced sterile hybrids.
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The aim of this study was to test different treatments with colchicine in
meristems to obtain tetraploid in progenitors of the intergeneric hybrid
Helianthus annuus x Tithonia rotundifolia and then apply the best treatment

in the hybrid to restore its fertility.

The best treatment was colchicine at a concentration of 200 mg L™ for
5 hours with 36 % of tetraploid cells in mitosis. After 5 hours this percentage
decreased and 4x and higher polyploids increased. However, in all
treatments mosaicism was induced which probably caused the restoration of
the diploidy level, found by analysis meiotic chromosomal in diakinesis with
17 bivalents. Also, high concentrations of colchicine caused a decrease in

pollen viability, probably due to changes in plant physiology.

No significant statistical differences were observed in both species

that could indicate an increase in ploidy level, as it has been detected in

other species wich colchicine-induced duplication.

viii



INDICE DE CONTENIDO

Pagina

INDICE DE CUADROS .......ooiieiticieceeteee et ete ettt ettt saeeae e st eaesae e Xi
INDICE DE FIGURAS ......cotiiiiitieieietcie ettt Xiii
I INTRODUGCCION ..ottt eae e 1
ODJELIVOS ..ottt 3
HIDOLESIS. .. e e 3
1Y) = PP 3

I1. REVISION DE LITERATURA . ..ot 4
Origen y distribucion de Tithonia .............cooevviiiiiiiiii e, 4
Importancia de Tithonia. rotundifolia.............ccccoeeeeeei 4
Origen y distribucién de Helianthus annuus .............cccccvvvvvvevvviveeeeeee, 5
Importancia de Helianthus annuus .............cccoooeeiiiiiccii e, 6
Relacion filogenética entre H. annuus y T. rotundifolia.......................... 7
Cruzamientos intergenéricos entre H. annuus y T. rotundifolia............. 8
Origen de a colChiCiNa ...........ccoeviviiiiii e 10
Caracteristicas de la CoIChICING ............cooiiiiiiiiiiii e 11
ACCION de 1a COICNICING .....cceiiieeeie e 11
Objetivos de la duplicacidn cromosOmica.............ccceeeeeeeeeeeeeiiiiiiiieeeennn, 12
Efectos de la colchicina en las plantas.............cccooeeeei, 14

Ejemplos de duplicacion cromosomica con colchicina en H. annuus.. 15
Ejemplos de duplicacion cromosomica con colchicina en T. rotundifolia

............................................................................................................ 16
Determinacion del tratamiento 6ptimo de colchicina .................o.oo.. 17

. MATERIALES Y METODOS ... .ot 18
a) Tratamientos en [0S Progenitores..........cuuvvvvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 18
ANALISIS MILOICOS. ... uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e eneaeeane 20

ANALISIS MEIGLICOS ....vvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiibieaeeie e aeenaanaaee 23
Mediciones fenotipiCas............cuuviiiiii i 24

Andlisis de viabilidad del polen ............ccoovviiiiiiiie e, 24

b) Tratamientos en el hibrido..............ooiiii i, 25



CUIVO N VITEO e 25

Tratamiento en semilla............coooviiiiiiiii e, 28

IV. RESULTADOS Y DISCUSION .....coviiiiiieeecee e 29
a) Tratamientos en l0S ProgenitoreS ........ccceevvvveiviiiiiiie e 29
ANAIISIS MItOLICOS......eeviiiiiii e 29

ANAIISIS MEIGLICOS ...oevvvviiiii i 37
Mediciones fenotipiCas.............uuiiiiiiieiiiiee e 39

Andlisis de viabilidad del polen ..., 40

b) Tratamientos en el hibrido..............ooiiiiii i, 42
CURIVO IN VITIO vttt e e e e eeeees 42
Tratamiento en semilla.........c.ooooiriiiiiii e, 44

V. CONCLUSIONES.........coi e 46
VI RESUMEN. ... a7
VII. LITERATURA CITADA ... 48
VI ANEXOS. ... 53



INDICE DE CUADROS

Cuadro 2.1. Clasificacién taxonémica de H. annuus y T. rotundifolia. ............ 8
Cuadro 3.1. Experimentos de duplicacion cromosémica realizados en HA 89
LI (0148 8o 11 0] | = WA PR PORPR 19
Cuadro 3.2. Composicion basal de las soluciones madre para la preparacion
del medio de cultivo Murashige SKoog (1962). ........cccceoererenenenenineieseeeens 26
Cuadro 3.3. Medios nutritivos usados para obtener plantas completas de

hibridos F; de H. annuus (CMS HA 89) x T. rotundifolia (accesion 26) por

medio de la técnica de rescate de embrioNes. ..........cccceovvireiiiineicineseeee, 27
Cuadro 3.4. Cantidad de aminoacidos en mg L™ adicionados al medio de

CUIIVO NUIMEIO UNO. ...ttt bbb 28

Cuadro 4.1. Resultados de los analisis mit6ticos en HA 89 del experimento

1, con un tiempo de exposicion a la colchicina de 5 horas. ...........ccccceveeveeneee, 30
Cuadro 4.2. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 2............. 30
Cuadro 4.3. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 3............. 31
Cuadro 4.4. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 4............. 32
Cuadro 4.5. Resultados de los analisis mitéticos del experimento 5............. 33
Cuadro 4.6. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 6............. 34

Cuadro 4.7. Porcentaje de células para los diferentes niveles de poliploidia
en mitosis promediado para HA 89 y T. rotundifolia en los distintos

FALAIMICNTOS. .o 34

Xi



Cuadro 4.8. Fraccion de células poliploides/células observadas en
diacinesis, en los analisis meioticos para cada tratamiento..............cccccceenee. 38
Cuadro 4.9. Mediciones fenotipicas promediadas para cada tratamiento con

colchicina en HA 89 y T. rotundifolia no significativas al 5% de probabilidad.

Cuadro 4.10. Promedio de fertilidad del polen de las plantas sobreviventes

de HA 89 y T. rotundifolia en los distintos tratamientos. ............c.ccccoveeevereennn. 41

Xii



INDICE DE FIGURAS

Figura 2.1. Configuraciones meioticas en diacinesis de: a) girasol cultivado
(Helianthus annuus L. var. macrocarpus) linea HA89, 2n=34, con 15 llay 2
lic; y (b) Tithonia rotundifolia, 2n=34, con 10 llay 7 lIC. ...ccovvvvrvrriiiieeeeeeeennns 7
Figura 2.2. Estructura quimica de la colchicina............cccccceeeeiiiiiiiiiieneennn. 11
Figura 4.1 Experimento 2. Efecto de la concentracion y el tiempo en el
porcentaje de células poliploides en: a) H. annuus. y b)T. rotundifolia. ....... 31
Figura 4.2. Experimento 5. Efecto de la concentracion y el tiempo en el
porcentaje de células poliploides en: a) H. annuus.y b) T. rotundifolia. ....... 33
Figura 4.3. Porcentajes de células para los distintos niveles de ploidia para
cada tratamiento, promediado para ambas especies. ..........cccceeeevevvieiinnnnnn. 35
Figura 4.4. Fraccion de células tetraploides / poliploides observadas en los
distintos experimentos, promediados para HA 89 y T. rotundifolia. ............. 36
Figura 4.5. Célula tetraploide en diacinesis de H. annuus duplicada con 100

mg L™ de colchicina, durante 20 horas (2n =68 =24 Il + 5 IV). .................. 38

Xiil



[. INTRODUCCION

En el mundo existen muchos paises que se dedican a la produccion
de flores. Los principales paises exportadores son Holanda y Colombia, con
una participacion del 70% en el mercado. Por el lado de los paises
demandantes destaca el caso de Alemania, Inglaterra y Estados Unidos, los
cuales en conjunto compran poco mas del 50% de las flores que se
comercializan en el mundo (ONU, 2006). En México existe un gran
compromiso en este rubro, debido a la gran variedad de climas y la riqueza

de sus suelos.

Segun el Servicio de Informacion Agroalimentaria y Pesquera (SIAP),
para el 2009 México contaba con 15,756 hectareas cultivadas de especies
ornamentales. Del total de la produccion nacional cerca del 80 % se destina
al mercado interno y el resto es exportado principalmente a E.U.,

representando apenas un 2.6 % de la demanda (ASERCA, 2009).

En el ambito mundial México ha aportado alrededor de 600 especies
ornamentales, pero gran parte de ella no cumple con los estandares de
calidad, asi como no se ha profundizado en el desarrollo de nuevas
variedades, presentaciones, aromas, etc. A estas especies se les ha

realizado mejoramiento fuera de nuestro territorio, reingresando a nuestra



horticultura ornamental en forma de nuevas variedades, con gran valor

comercial (Rzedowski, 1995).

Bajo este gran desafio, el Laboratorio de Analisis de Genomas de la
Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro (UAAAN), tiene desde 1998
una linea de investigacibn para rescatar, caracterizar y mejorar el
germoplasma silvestre de girasol en México. Como parte de este programa
de investigacion se han recolectado y caracterizado poblaciones silvestres
mexicanas de Thitonia rotundifolia, asi mismo se han hecho cruzamientos
amplios entre esta especie y el girasol cultivado Helianthus annuus, sin
embargo todos los hibridos desarrollados han resultado estériles debido a
incompatibilidad en apareamiento cromosomico, revelada por analisis

citolégicos en diacinesis (Gomez et al., 2010).

Cuando se obtienen hibridos amplios estériles debido a la
incompatibilidad cromosoOmica, una estrategia que ha funcionado en varias
especies es la manipulacién del ciclo celular para inducir el fenémeno de c-
mitosis y generar plantas con el genoma duplicado. Si estas plantas
funcionan como anfidiploides, entonces es posible tener hibridos fértiles con
caracteristicas nuevas que pueden darle un valor agregado como planta

ornamental.



Objetivos

1. Determinar el mejor tratamiento con colchicina que maximice la
posibilidad de obtener anfidiploides en H. annuus y T.

rotundifolia.
2. Evaluar los efectos citologicos y fenotipicos de la colchicina
aplicada en meristemos de los miembros del cruzamiento H.

annuus X T. rotundifolia.

3. Probar el mejor tratamiento con colchicina en el hibrido

intergenérico.

Hipotesis

Es posible obtener poliploides en hibridos H. annuus x T. rotundifolia,

a través de la manipulacion del ciclo celular con colchicina.

Meta

Obtener un protocolo de duplicacion cromosomica para obtener
hibridos anfidiploides fértiles, resultado del cruzamiento entre H. annuus y T.

rotundifolia, para generar una nueva especie con potencial ornamental.



ll. REVISION DE LITERATURA

Origen y distribucion de Tithonia

El género Tithonia es originario de México y actualmente esta
distribuido en regiones himedas del Centro y Sudamérica, Asia y Africa
(George et al., 2001).

En nuestro pais se han localizado 19 especies a grandes altitudes de
la Sierra Madre Occidental y Sierra Madre Oriental. Una de las mas
importantes es T. rotundifolia, localizada en los estados de Nayarit, Colima,
Jalisco, Puebla, Michoacén, Estado de México, Guerrero y Oaxaca (Gomez

y Gonzélez, 1994).

Importancia de Tithonia. rotundifolia

Tithonia rotundifolia es una planta anual, alogama y diploide (2x = 34).
Entre sus propiedades mas interesantes se encuentra la resistencia a
mildeu, Phomopsis y Sclerotinia (Cristov y Panayotov, 1991), asi como a
altas temperaturas y sequias. Ademas exhibe caracteristicas ornamentales
muy importantes que la hacen diferente del girasol cultivado, como son:
pubescencia suave, pedicelo largo, aroma agradable y colores naranja
intensos. En el aspecto negativo, sus capitulos son mas pequefios que los

del girasol y no tiene la misma resistencia a heladas. Adicionalmente, las



poblaciones silvestres de T. rotundifolia son muy sensibles al fotoperiodo y
tienen porte muy alto entre 70 y 75 cm (Pandey, 1993). Esta especie
presenta pedunculos fistulosos y engrosados debajo de las cabezuelas; es
una planta herbaceas robusta, con multiples inflorescencias, paleas rigidas
puntiagudas y hojas todas en su mayoria alternas (Rodriguez y Porras,
1996).

Aunque T. rotundifolia se distribuye en forma natural como especie
silvestre en México, razén por la cual comunmente se le llama girasol
mexicano, no se ha explotado en este pais como planta ornamental; esto
marca una diferencia con otros paises como Estados Unidos, donde se
manejan algunas variedades comerciales de T. rotundifolia, entre las que
destacan Goldfinger, Torch y Fiesta del Sol. La variedad Miller es utilizada al
sur de México como planta melifera, ornamental y medicinal. (Chiltern

Seeds, Company 2009).

Origen y distribucion de Helianthus annuus

Los sitios arqueoldgicos con los restos mas antiguos de girasol
domesticado son: San Andrés, Tabasco, México (4130 + 40 afos de
radiocarbono); Higgs, Texas, E.U. (2850 + 85 afios de radiocarbono); Hayes,
Texas, E.U. (4265 £ 60 afios de radiocarbono) y marmol Bluff, Arkansas,

E.U. (2843 + 44 afos de radiocarbono) (Harter et al., 2004).

Una fuerte evidencia de la domesticacion independiente del girasol en

México se encuentra en las diferencias morfolégicas entre las variedades



precoces de México y sus contemporaneos homodlogos del oriente de

América del Norte.

En la actualidad el girasol domesticado es ampliamente cultivado en
muchas partes de México, por ejemplo, Chihuahua, Sinaloa, Sonora, Nuevo

Ledn, Coahuila y Tamaulipas (Lentz et al., 2008).

Importancia de Helianthus annuus

El género Helianthus se compone de 49 especies, con 12 anuales y
37 perennes, las cuales representan una considerable variabilidad que
pueden utilizarse para el mejoramiento genético de caracteristicas
agronomicas e industriales de la especie cultivada, por ejemplo, la fuente de
esterilidad citoplasmica masculina (CMS), se descubri6 en la especie
silvestre Helianthus petiolaris que también aporta genes de resistencia a
varias de enfermedades (CONASIPRO, 2008). Una de las especies anuales

mas importantes dentro de este género es H. annuus.

El girasol es una de las especies oleaginosas mas cultivada en el
mundo. Recientemente, se han desarrollado cultivares de alto acido oleico y
cuyo aceite tiene mayor estabilidad a la oxidacion y mejores propiedades
dietéticas que los genotipos estandar. Ademas posee una amplia gama de
aplicaciones como planta forrajera, melifera, productora de biocombustibles

y como flor de corte con gran valor comercial.



En México la superficie sembrada de flor de girasol en el afio 2009 fue
de 268.7 hectareas con una produccion de 117,840 toneladas, la cual ha
crecido durante los ultimos afos, siendo los estados de México y Morelos los
anicos productores (SIAP, 2009). En la actualidad es una de las flores mas
populares por lo vistoso de su inflorescencia. Esta especie presenta ligulas

amarillas, hojas esparcidas sobre el tallo y vilano caduco.

Relacién filogenética entre H. annuus y T. rotundifolia

Helianthus annuus y Tithonia rotundifolia pertenecen a la familia de las

Asteraceas, con un numero cromosémico basico x = 17, 2n= 34 (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Configuraciones meioticas en diacinesis de: a) girasol cultivado
(Helianthus annuus L. var. macrocarpus) linea HA89, 2n=34, con 15 llay 2
lic; y (b) Tithonia rotundifolia, 2n=34, con 10 llay 7 llc.

El parentesco entre ambas especies, el cual se visualiza en el Cuadro

2.1, posibilita su entrecruzamiento.



Cuadro 2.1. Clasificacién taxonémica de H. annuus y T. rotundifolia.

H. annuus T. rotundifolia
Reino Plantae Plantae
Subreino Tracheobionta Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta Spermatophyta
Divisién Magnoliophyta Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida Magnoliopsida
Subclase Asteridae Asteridae
Orden Asterales Asterales
Familia Asteraceae Asteraceae
Subfamilia Asteroideae Asteroideae
Tribu Helianthae Helianthae
Género Helianthus Tithonia
Especie annuus L. rotundifolia (Mill.) S.F. Blake

Cruzamientos intergenéricos entre H. annuus y T. rotundifolia

Las caracteristicas antes mencionadas de H. annuus y T. rotundifolia
hacen muy atractivo el cruzamiento entre estas dos especies para el
desarrollo de un hibrido que combine ciertas cualidades ornamentales, sin

embargo solo se han reportado dos cruzamientos amplios de este tipo.

En 1991 Cristov y Panayotov cruzaron la variedad de polinizacion
libre Peredovik con T. rotundifolia y la linea 3004 (CMS de H. petiolaris) con
T. rotundifolia, en ambos casos se obtuvieron plantas con una sola
inflorescencia, ademas cruzaron HA 89 (CMS de H. argophyllus) con T.
rotundifolia y obtuvieron plantas muy ramificadas. Solamente una semilla se
obtuvo del cruzamiento con la linea 3004, mientras que con HA 89 y
Peredovik se obtuvieron porcentajes de semilla desarrollada de 1.31% vy

2.2%, respectivamente. Reportaron fertilidad en los hibridos; sin embargo en



dicho estudio no se incluyeron analisis moleculares para demostrar la

naturaleza hibrida de los materiales que obtuvieron.

Reyes et al. (2005) obtuvieron un hibrido por polinizacion manual de
un girasol cultivado androestéril HA 89 (CMS H. petiolaris) cruzado con T.
rotundifolia recolectada en el estado de Guerrero. Se generaron muy pocas
semillas y una parte de ellas se utilizaron para evaluar el hibrido F1, mientras
qgue el remanente se llevd a congelacion. La morfologia de este hibrido
resultdé ser una combinacion de caracteres de ambos padres; presentd una
sola inflorescencia con flores liguladas anaranjado-amarillas de 26 a 48 mm
de longitud y exhibié androesterilidad. La forma de las hojas fue semejante al
tipo H. annuus ya que no present6 lobulacion, aunque tuvieron una pilosidad

intermedia.

El hibrido resultd infértil a la polinizacion con HA 89, por lo que
solamente produjo aquenios vacios parecidos a los de T. rotundifolia.
Tampoco produjo polen probablemente por la presencia del citoplasma
PETL1 y la ausencia de genes restauradores de la fertilidad en la planta de T.
rotundifolia, o algun tipo de incompatibilidad entre H. annuus y T. rotundifolia
que impidi6 el desarrollo de polen. La huella de ADN confirmé la naturaleza
hibrida de la planta experimental y el andlisis de distancias genéticas

descart6 el fendmeno de hibridacion parcial.

Estudios anteriores han demostrado que en el caso de cruzamientos

intergenéricos es necesario realizar un andlisis meidtico en profase y
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metafase I, con el fin de evaluar la afinidad gendmica, ya que en esta etapa
del proceso celular existe un alto grado de irregularidades cromosdmicas,
debido a la falta de homologia o compatibilidad reducida (Atlagic y Skoric,
1999). Para esto, se colectaron embriones inmaduros del hibrido HA 89
(CMS H. petiolaris) x T. rotundifolia de 13 y 22 dias después de la
polinizacién con HA 89 y se observaron anormalidades en el apareamiento
cromosomico en meiosis, como la presencia de multivalentes y univalentes
en metafase |, asi como puentes y cromosomas rezagados en anafase |

(Goémez, 2009).

El presente trabajo se basOé en el desarrollo de un protocolo de
duplicaciéon cromosomica mediante el uso de colchicina que permita la
fertilidad del hibrido. Al contar con una copia idéntica de cada cromosoma, el

apareamiento puede llegar a ser normal.

Origen de la colchicina

La colchicina es un metabolito secundario extraido de las semillas y
bulbos de Colchicum autumnale L. perteneciente a la familia Liliaceae.
Produce flores purpuras, rosas o blancas que aparecen entre septiembre u
octubre en latitudes nativas como Asia oriental y parte de la costa
mediterranea. Forma una roseta de hojas color verde oscuro después de la
floracién. Sus hojas, semillas y cormos son venenosos, debido a que
contienen el alcaloide colchicina que en pequefias dosis es empleado para el
tratamiento de enfermedades como la gota. Es probablemente el producto

quimico mas ampliamente utilizado para la inducciébn de poliploidia y
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actualmente es sintetizado artificialmente. Otros agentes utilizados con el
mismo fin son: la dinitroanilina, la orizalina y la trifluralina (Grzebelus y

Adamus, 2004)

Caracteristicas de la colchicina

La colchicina sintética tiene aspecto de agujas o polvo amarillo claro
inodoras, que obscurecen en contacto con la luz. Es una substancia muy
toxica y cancerigena; la dosis letal probable en humanos es menor a 5 mg
kg™. La féormula molecular de la colchicina es CzHas06N (Figura 2.2) con
peso molecular de 399.44 g mol™. Se solubiliza en agua caliente y se
almacena en recipiente ambar debido a fotosensibilidad; la exposicion
prolongada a la accion de la luz puede alterar su estructura quimica, con la

consecuente pérdida de sus propiedades (Lewis, 2009).

OCH;
H5CO OCHj5
HsCO O O
0]
HN

~

)ﬁ:o

Figura 2.2. Estructura quimica de la colchicina.

Accién de la colchicina

Blakeslee y Avery (1937) descubrieron que la colchicina inhibe la

formacién de las fibras del huso debido a su unién a los microtubulos de
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manera inestable, por ese motivo, el cambio de medio puede revertir el
proceso, permitiendo la continuacion del cultivo. En esta fase (anafase) los
cromosomas se han multiplicado, pero la divisién celular aun no ha tenido
lugar. La restriccion de la formacidén de la pared celular en esta etapa da
como resultado células poliploides. Estas células poliploides son mas

grandes que sus contrapartes diploides.

Este incremento en el volumen de la célula, con mayor frecuencia
desarrolla tejidos mas gruesos, lo que resulta en grandes 6rganos de la
planta. Un modelo comdn para explicar los cambios originados de la
induccion tetraploide, se basa en el supuesto de que existe una proporcion
mas baja de la membrana nuclear en relacion a la cromatina (el volumen de
las células tetraploides suele ser aproximadamente el doble, y su superficie
es solamente 1,5 veces mas grande), lo que provoca que mas cromatina
entre en contacto con la membrana nuclear, reforzando asi la actividad de
los genes, la mejora en las relaciones de agua, el estado hormonal y la tasa

de fotosintesis (Levin, 2002 y Lavania, 2005).

Objetivos de la duplicacion cromosémica

El doblaje cromosdmico de manera natural, ha mejorado la fertilidad
de la semilla hibrida en diversas especies a través de muchos afios (Hegarty
y Hiscock, 2008; Leitch y Leitch, 2008). Una forma de inducir poliploidia en
corto tiempo es mediante el uso de colchicina, cuya efectividad se ha

comprobado en diferentes géneros como Eucaliptus (Liu et al.,, 2009),
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Lavandula (Urwin et al., 2007), Nicotiana (Burun y Emiroglu, 2008) y Ocimum

(Omidbaigi et al., 2010) entre muchos otros (Anexo Al).

La poliploidia a menudo genera variantes que pueden poseer
caracteristicas Utiles y la duplicacion de los productos génicos proporciona
una amplia base de germoplasma para estudios de mejoramiento. Dentro de

los principales objetivos de la poliploidia se encuentran:

e Generacion de hibridos tetraploides para la restauracion de la
fertilidad de algun hibrido estéril debido a incompatibilidad en el
apareamiento meidtico, lo que se resuelve al contar con una copia

idéntica de cada cromosoma (Shuniji et al., 2009).

e La generacibn de dobles haploides para obtener plantas 100%
homocigoéticas en corto tiempo, como en el caso de maiz (Rober et al.,

2005).

e Obtencion de plantas tetraploides para incrementar caracteristicas de

importancia econémica (Shahriari et al., 2008).

e La produccion de materiales tetraploides que se pueden combinar con
especies diploides para generar triploides sin semilla, como es el caso
de la uva, sandia o cultivos donde no interese la semilla (Bhojwani,

2004).
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Efectos de la colchicina en las plantas

e Bajo porcentaje de sobrevivencia de plantulas tratadas (Yang 2006).

e Desarrollo de cotiledones anchos y gruesos, e hipocotileos cortos e
hinchados con crecimiento lento (Burun y Emiroglu, 2008).

e Hojas mas gruesas y verdes; mayor area foliar (Liu et al., 2009).

e Disminucién en la frecuencia de estomas y numero de anteras, asi
como un poderoso efecto en el cambio de frecuencias de los alelos
(Rauf et al., 2006).

e Disminucién en la fertilidad y produccién de polen en progenitores
(Srivastava y Srivastava, 2002).

e Aumento en la fertilidad y produccion de polen en hibridos
(Prabakaran y Sujatha, 2004).

e Disminucién en la altura de planta (Liu et al., 2007).

e Incremento en el tamafo de la flor y tamafio de semilla (Urwin et al.,
2007).

e Mayor produccion de biomasa e incremento en la concentracion o
calidad de ciertas sustancias, (Shahriari, 2008).

e Incremento en el nimero de cloroplastos aumento en el tamafio de
estomas y diametro del polen (Omidbaigi 2010).

e Produce efectos secundarios como la esterilidad y crecimiento
anormal (Wan et al., 1989).

e Generacién de quimeras, que consisten en una mezcla de tejido
diploide y tetraploide. Una alta frecuencia de mosaicos y menor

eficiencia de la colchicina se asocia a menudo con el método de
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duplicacién in vivo en comparacion con las técnicas in vitro (Yang,
2006).

e Polimorfismo debido a que la colchicina ademas de inducir
duplicacibn de cromosomas, también provoca la pérdida de
cromosomas (Traut y Sommer, 1976).

e Interaccidbn mutagénica independientemente de los cambios en los
niveles de ploidia (Tuyl, 1992).

e Las plantas tratadas que suelen escapar al efecto de duplicacion de la
colchicina han demostrado una diferencia significativa en algunas
caracteristicas, tales como el area foliar, la fecha de floracion y el

namero de flores (Hague, 1987).

Ejemplos de duplicacion cromosdmica con colchicina en H. annuus

Downes y Marshall (1983) reportaron el tratamiento de plantulas
hibridas F; estériles, derivadas de lineas endogamicas de girasol AHA 232y
RHA 274, con 0.5 % de colchicina. El 50% de las plantas produjo al menos

una semilla y en algunos casos se observo esterilidad y mosaicismos.

En el mismo afo Jackson y Murray reportaron el tratamiento
premeiético con 0.5 x 10* M durante 68 horas en microsporocitos de H.
annuus y H. laciniatus (x = 17), en donde observaron apareamientos

cuadrivalentes, los cuales no son comunes en especies diploides.

En 1989 Jan y Chandler reportaron el tratamiento con 150 mg L™ de

colchicina y 20 mL L' de dimetilsulféxido (DMSO) durante 5 h, para
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restaurar la fertilidad de un hibrido producto de la cruza interespecifica entre
el girasol cultivado (H. annuus L.) y H. bolanderi. ElI 32 % resulto tetraploide,
con flores y granos de polen mas grandes y con una produccion de semillas

por autopolinizacién de 61.8 % por capitulo.

Srivastava y Srivastava en el 2002 reportaron la obtencion de plantas
autopoliploides de H. annuus var. morden a través del tratamiento de
plantulas con 0.4 %, 0.5 % y 0.6 % de colchicina durante 12 h. Los
autopoliploides (4 x, 8 x y 16 x) mostraron una reduccion en la fertilidad del
polen y semillas, en la altura, tamafio de hojas y flores de las plantas, pero
aumenté en el tamafio de estomas, granos de polen y meiocitos. Las
observaciones meidticas en la generacion F; de tetraploides, revelaron
asociaciones cromosOmicas irregulares, pero estas disminuyeron en la

siguiente generacion y esto origind una mejora en la fertilidad del polen.

Prabakaran y Sujatha en el 2004 reportaron el primer éxito en la
hibridacion interespecifica entre H. annuus y una especie perene diploide, H.
simulans. La meiosis fue irregular en los hibridos F; y se observaron
univalentes y multivalentes. La fertilidad se mejor6 sometiendo in vitro la
proliferacion de brotes con colchicina al 0.001 % incorporada en el medio de

multiplicacion de brotes.

Ejemplos de duplicacion cromosdmica con colchicina en T. rotundifolia

En 1993 Pandey report6 el tratamiento de plantulas con 0.2, 0.3y 0.5

%, nueve veces durante 3 dias. El tratamiento mas eficaz fue de 0.3 % con
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aumento en el tamafio y niumero de flores, dias a floracion, tamafio de polen
y ligulas, asi como una disminucion en la altura de planta, tamafio de hoja y
produccion de semilla debido a la presencia de configuraciones
cuadrivalentes. El restablecimiento en el porcentaje de produccién de semilla

mejoro en la siguiente generacion debido a la disminucién de cuadrivalentes.

Determinacion del tratamiento éptimo de colchicina

En base a los estudios previos tanto en Helianthus annuus como en
Tithonia rotundifolia, se puede deducir que la concentraciébn Optima de
colchicina y la duracién del tratamiento deben ser determinadas
empiricamente, ya que las especies de plantas en general, varian de
acuerdo con su sensibilidad a la colchicina, pues la variacion en el tiempo de
exposicion a esta sustancia interfiere en gran medida en la mayor o menor
concentracion de cromosomas, que es mas alta en el tiempo mas
prolongado, asi como en el porcentaje de sobrevivencia. Otro factor que
debe ser considerado es que un tiempo mas prolongado aumenta el nimero

de metafases obtenidas, aunque haya menor distension de los cromosomas.



lIl. MATERIALES Y METODOS

Este estudio fue realizado en dos afios (2009-2010) en las
instalaciones de la Universidad Autébnoma Agraria Antonio Narro en el
Laboratorio de Andlisis de Genomas y de Citogenética, asi como en

invernadero y vivero.

a) Tratamientos en los progenitores

Las pruebas preliminares se hicieron con semillas de H. annuus de la
linea publica de girasol cultivado HA 89 y T. rotundifolia (Accesion 26 de
Iguala, Guerrero) hasta establecer el protocolo mas prometedor y no

desperdiciar semilla hibrida.

En un total de seis experimentos llevados a cabo en diferentes fechas,
se probaron distintas concentraciones de colchicina (10, 20, 100, 150, 200 y
250 mg L™) y distintos tiempos de aplicacién (2, 5, 12, 20, 24, 30, 40y 72 h),
bajo resguardo de la luz. Cada tratamiento se realizé por duplicado para HA

89 y T. rotundifolia (Cuadro 3.1).
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Cuadro 3.1. Experimentos de duplicacion cromosomica realizados en HA 89
y T. rotundifolia.

Experimento Fecha de siembra Concentracién de colchicina-Tiempo de aplicacion
(mgL™-h)
1* 28-0Oct-08 100-5, 150-5 y 200-5
2 09-Mar-09 100-24, 150-12, 200-5 y 250-2
3 25-Mar-09 100-24 y 200-5
4 09-Abr-09 100-20
5 11-May-09 100-20, 100-30,100-40, 200-20, 200-30 y 200-40
6 21-Jul-09 10-72y 20-72

*Solo se realiz6 en HA 89

Preparacion de diluciones de colchicina

Se preparo una solucion madre con 0.2 g de colchicina en 200 mL de
agua destilada, para obtener una concentracion inicial de 1g L™ y con ella
preparar las distintas concentraciones, por ejemplo para una concentracion
de 100 mg L™ se diluyeron 10 mL de la solucién madre en 90 mL de agua
destilada. Cada dilucion se vacié en frascos de color ambar y se

conservaron en refrigeracion debidamente etiquetadas.

Procedimiento

Se desinfectaron 20 semillas de cada progenitor (HA 89 y T.
rotundifolia) con una solucion al 1 % de hipoclorito de sodio durante un
minuto y se enjuagaron dos veces con agua destilada para después
sembrarlas sobre papel filtro en cajas de Petri etiquetadas con el nombre del
material genético, la concentracion de colchicina, la repeticion y la fecha. El

papel filtro se humectd con agua y se incubaron a 28 °C.
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Después del desarrollo de la radicula en el 95 % de las plantulas, se
sumergieron en colchicina con la concentracion indicada en la etiqueta,
durante el tiempo indicado y bajo el resguardo de la luz. Estos tratamientos
se aplicaron en vitrinas de gases y con el uso de guantes debido a la
peligrosidad de la colchicina. Una vez cumplido el tiempo de exposicién a la
colchicina las semillas se enjuagaron y se trasladaron a nuevas cajas de

Petri para regar con agua e incubar a 28 °C.

El 50 % de las plantulas se utilizaron para el recuento de cromosomas
en metafase mitética. La otra parte se transplantdé en macetas y se conservo
en vivero hasta su total desarrollo para posterior evaluacion fenotipica,

viabilidad del polen y estudios meioticos.

Analisis mitdticos

Determinacién del horario de division

Para poder observar los cromosomas en el proceso de mitosis se
requieren células de cualquier tejido siempre y que se encuentre en division
activa como los meristemos de apices de raiz, sin embargo los horarios de
division celular son distintos en cada especie. Para determinarlo en H.
annuus y T. rotundifolia se observaron células en distintos horarios para
encontrar el de mayor division citologica. Con este fin se sembraron 40
semillas de cada especie sobre papel filtro con agua y se almacenaron en
camara de geminacion a 28 °C durante 24 horas. Se cortaron los

meristemos radicales (3 mm de longitud) a intervalos de 15 minutos de 9:00
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a 11:30 am y se analizaron mediante el método de aplastado descrito a

continuacion.

Método de aplastado para la determinacién del niumero cromosomico
en mitosis

Este método fue descrito por Herndndez desde 1984:
1. Obtencién de meristemos. Se cortaron diez apices radiculares de las

plantulas tratadas con colchicina a las 10:30 am, por cada caja de Petri.

2. Fijaciéon. Posteriormente se colocaron los apices en tubos Eppendorf con
fijador (3 etanol: 1 &cido acético) con el propodsito de preservar la
organizacion del tejido. Después de 24 horas como minimo, se lavaron tres
veces con agua destilada a intervalos de 30 minutos; al término de este

tiempo se enjuagaron nuevamente.

3. Hidrdlisis. Para hidrolizar los apices se imbibieron 10 minutos en acido
clorhidrico al 0.1 N incubado previamente en bafio Maria a 60 °C durante 15
minutos. Luego se lavaron dos veces con agua destilada para eliminar el

acido y se dejaron nuevamente durante 30 minutos en agua destilada.

5. Tincion. Para tefir los meristemos se retir0 el agua y se afiadio colorante
Feulgen por una hora y se conservo en carmin propionico durante dos dias

para tefir el citoplasma y los cromosomas.

6. Procesamiento de meristemos. Se macero6 finamente el meristemo sobre

un portaobjetos con ayuda de un escalpelo y se colocé una pequefia gota de
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acetocarmin. Se colocd un cubreobjetos sobre la preparacién y se calentd
cuidadosamente sobre la flama de un mechero de alcohol. Después se
procedié a presionar el cubreobjetos, fuertemente con la yema del dedo
pulgar sin movimientos laterales, sobre un papel filtro. Se coloc6é acido
acético al 45 % por los bordes del cubreobjetos y se le dio de nuevo calor
para diferenciar el citoplasma de los cromosomas. En caso de burbujas de

aire se agrego colorante por las orillas.

7. Observaciéon microscoépica. Cada laminilla se analiz6 con ayuda de un
microscopio compuesto Carl Ziess, con iluminaciéon Kolher para evaluar
cambios en el numero cromosémico en cinco ceélulas en metafase por cada
meristemo como minimo. Las células se clasificaron de acuerdo a su numero
cromosomico en: diploides, tetraploides y poliploides mayores (2x, 4x y
mayores a 4x, respectivamente).

Se consideraron deseables aquellos casos donde se observaron un niamero

de 68 cromosomas.

Microfotografia

Las microfotografias son una herramienta de gran utilidad para
imprimir en papel lo que estamos observando en el microscopio y facilitar su
analisis. Después de la elaboracién de las preparaciones, se tomaron las
fotografias a color con camara digital Pixera Viewfinder acoplada a un

microscopio Vista Vision con intensidad de luz y contraste adecuado, con el
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objetivo de 100 X. Las imagenes se almacenaron en la computadora y se

confeccionaron mediante un software.

Andlisis meibticos

Para llevar a cabo este analisis se siguidé la técnica descrita a

continuacion (Hernandez, 1984).

1.- Obtencion del material. Se colectaron los botones florales de ambos
progenitores con ayuda de una navaja entre 10 y 11 am, el cual es un

horario en el que generalmente se encuentra divisién celular.

2. Fijacion. Al colectarse las inflorescencias, se colocaron en pequefios
frascos con fijador Farmer (3 etanol: 1 acido acético) con la finalidad de
matar instantaneamente el tejido y fijar las fases de la divisién celular sin que
se deteriore el botdén. Las inflorescencias permanecieron en fijador durante

un dia.

3. Procesamiento de anteras. Se enjuago el botén con agua destilada y se
diseccion6 en una caja de Petri para extraer las flores. Se colocaron 2 0 3
florecillas sobre un portaobjetos y con ayuda de un estereoscopio se aislaron
las anteras, en seguida se colocé una gota de acetocarmin y se maceraron
las anteras para expulsar los microsporocitos. Se retird la envoltura de la
antera y se colocO un cubreobjetos. Se calentd a 40 °C sobre una parrilla

durante un minuto para la coloracién. Después se aplasto fuertemente con el



24

dedo pulgar y se adicion6 una gota de acido acético al 45 % por las orillas

del cubreobjetos.

4. Observacion microscopica. Se observaron los cromosomas mediante la
ayuda de un microscopio Optico con el objetivo de 100 x y se determiné el
namero cromosomico en cinco células en diacinesis, por cada tratamiento.
Por dltimo se tomaron microfotografias para analizar los apareamientos

cromosomicos.

Mediciones fenotipicas

Una vez que las plantas conservadas en vivero se desarrollaron por
completo se tomaron medidas de las siguientes variables morfologicas:
altura de planta (AP), ancho de hoja (AH), longitud de hoja (LH), longitud de
pedunculo (LPED), didmetro de disco (DISCO) y diametro de capitulo
(DCAP). Se compararon los datos con un testigo y se analizaron por medio
de la prueba de t student para encontrar diferencias estadisticas
significativas, con un intervalo de confianza del 95 %, calculada para cada
tratamiento y para cada variable a través del software R versién 2.7.0. (R

Development Core Team, 2008).

Analisis de viabilidad del polen

Se cubrieron los capitulos al iniciar la floracion para evitar
contaminacion. Se colectd el polen de flores en antesis en cajas de Petri

alrededor de las 12 am. La estimacion de polen viable se hizo con la técnica
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descrita por Jackson (1988), basada en el uso del colorante citoplasmico
Buffalo Black NBR, el cual es una solucion con 0.01% de colorante y 45% de

acido acético, en agua destilada.

Se coloco una gota del liquido indicador y una pequefia cantidad de
polen, se disperso y se dejo reposar 20 segundos. Se realizaron dos conteos
al microscopio de 100 granos de polen para estimar el porcentaje de
viabilidad en cada tratamiento. Se tomé como viable (no abortivo) el grano

tefido uniformemente de color azul intenso.

b) Tratamientos en el hibrido

Una vez que se obtuvo la concentracion mas adecuada para la
duplicacién cromosomica en los progenitores, se procedi6 a tratar la semilla

del hibrido obtenida en el 2005, en el campo experimental Buenavista.

Cultivo in vitro

La semilla hibrida fue sembrada in vitro para evitar mosaicismos y
obtener mayor cantidad de plantulas.

Se prepararon para esto las soluciones madre para la composicién del
medio basal Murashige Skoog (Cuadro 3.2) el cual requiere: macronutrientes

(30 ml L), micronutrientes (10 ml L™Y), fierro (10 ml L™) y vitaminas (10 ml L’

b,
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Cuadro 3.2. Composiciéon basal de las soluciones madre para la preparacion
del medio de cultivo Murashige Skoog (1962).

COMPUESTO POR LITRO

COMPUESTO POR LITRO

Macronutrientes

Solucién de fierro

NH4NO; 1,650.00 mg Na,EDTA 37.30 mg
KNO; 1,900.00 mg FeSO,. 7 H,O 27.80 mg
CaCl, .2 H,O 440.00 mg
KH,PO, 170.00 mg
MgSO, . 7 H,O 370.00 mg
Micronutrientes Vitaminas
Kl 830.00 ug Inositol 100.00 mg
H3BO; 6.20 mg Acido nicotinico 0.50 mg
MnSO, 4 H,O 17.00 mg Piridoxina — HCI 0.50 mg
ZnS0O, . 7H,O 8.6 mg Tiamina — HCI 0.10 mg
Na,Mo0Q;, . 2 H,O 250.00 ug Glicina 2.00 mg
CuS0O,.5H,0 25.00 ug
CoCl, . 6 H,O 25.00 ug

Se prepararon tres medios de cultivo (Cuadro 3.3) para el desarrollo de las

semillas hasta plantas completas:

1) Medio 1 enriquecido con bencilaminopurina (BAP) y aminoacidos para

2)

3)

4)

la emergencia del embrion,

Medio 2 para lograr la propagacion de la planta. En esta etapa se

aplico el tratamiento de colchicina,

Medio 3 enriquecido con acido naftalenacético (ANA) para inducir el

enraizamiento.

Se prepararon para esto las soluciones madre para la composicién

del medio basal Murashige Skoog (Cuadro 3.2) el cual requiere:

macronutrientes (30 ml L™), micronutrientes (10 ml L), fierro (10 ml L’

1) y vitaminas (10 ml LY.
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Cuadro 3.3. Medios nutritivos usados para obtener plantas completas de
hibridos F; de H. annuus (CMS HA 89) x T. rotundifolia (accesién 26) por
medio de la técnica de rescate de embriones.

MEDIOS
COMPONENTES

| I 1
Sales g L-! MS* MS MS
Vitaminas g L™ MS MS -
Aminoécidos g L™ + - -
Sacarosa g L™ 90 30 20
6-BAP g L* 0.0005-0.001 0.0001-0.0005 -
ANAg L™ - - 0.0001
AgargL™* 6 9 9
pH 5 5 5

MS* Medio de cultivo de Murashige y Skoog (1962).

Se desinfectaron seis semillas del hibrido en la campana de flujo laminar,
con alcohol etilico al 70% por un minuto, el cual es un agente esterilizador

comun de la superficie que elimina bacterias y hongos.

Se transvasaron después a una solucion de hipoclorito de sodio al 1%
(20 mL de cloro en 100 mL de agua estéril) durante 15 minutos para que se

fije a la superficie de las semillas.

Se lavaron cuidadosamente las semillas con tres cambios de agua
destilada para eliminar completamente el desinfectante y se sembraron en

seguida en el Medio 1 (MSI) enriquecido con aminoacidos (Cuadro 3.4).
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Cuadro 3.4. Cantidad de aminoéacidos en mg L™ adicionados al medio de

cultivo nimero uno.

Aminoéacidos (mgL?Y)
Inositol 3.90
Alanina 1.00
Glutamina 0.80
Triptéfano 0.05
Cisteina 0.01

Serina 0.16

Por ultimo se cubrié cada frasco con aluminio para la germinacion de

la planta y se llevo al cuarto de incubacién a 25°C para después transvasar

los explantes a los distintos medios de cultivo de acuerdo a su etapa de

desarrollo.

Tratamiento en semilla

Se desinfectaron 5 semillas del hibrido con cloro al 1%. Al segundo

dia las semillas empezaron a germinar y se les aplicoé 200 mg L™ colchicina

durante 5 horas.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

a) Tratamientos en los progenitores

Andlisis mitdticos

El tratamiento de colchicina fue méas efectivo cuando la longitud de
hipocétilos creci6 5 milimetros aproximadamente. Después de afinar la
técnica del aplastado y de muchas pruebas para determinar la hora de
mayor actividad mitética, se encontrd que el mejor horario para los cortes de

meristemos fue de 10:30 a 11:00 am.

En el primer experimento realizado el 28 de octubre de 2008 se
evalud la tasa de germinacion de los progenitores sin ningun tratamiento,
que fue de 85% en promedio para H. annuus (HA) y de 25% para T.

rotundifolia (TR).

Se trataron después 20 semillas por cada tratamiento, en este caso
solamente de H. annuus y no se tomaron datos fenotipicos por que las
plantas crecieron poco debido a la temporada de invierno. Las semillas
desarrollaron cotiledones gruesos e hipocoétilos cortos e hinchados como

respuesta al estrés abidtico.
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Los resultados de los analisis mitoticos se muestran en el Cuadro 4.1,
donde podemos observar que no hay un patron en el porcentaje de
poliploidia al aumentar las concentraciones. En el caso de la variable
Sobrevivencia, se refiere al porcentaje de plantas que sobrevivieron en
vivero y la variable Poliplodia representa el porcentaje de células con

duplicacién cromosémica observadas.

Cuadro 4.1. Resultados de los anélisis mitéticos en HA 89 del experimento
1, con un tiempo de exposicion a la colchicina de 5 horas.

Concentracion Sobrevivencia Poliploidia
(mg L™ (%) (%)
100 60 50
150 100 0
200 33 55

En el segundo experimento realizado el 09 de marzo de 2009, se
modificaron los tiempos y se correlacionaron negativamente con la

concentracion para no afectar la sobrevivencia (Cuadro 4.2).

Cuadro 4.2. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 2.

Tiempo  Concentracion Sobrevivencia Poliploidia Sobrevivencia Poliploidia
(h) (mg L") (%) (%) (%) (%)
HA TR
24 100 15 80 0 69
12 150 0 59 0 61
200 15 48 10 33

250 10 24 0 12
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En la Figura 4.1 se puede observar que el incremento en la poliploidia
se debe principalmente al incremento en el tiempo de exposicion a la

colchicina en las dos especies.
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Figura 4.1. Experimento 2. Efecto de la concentracion y el tiempo en el
porcentaje de células poliploides en: a) H. annuus. y b)T. rotundifolia.

En el tercer experimento (25 de marzo de 2009) se eliminaron las
concentraciones que mostraron bajo porcentaje de sobrevivencia en el

experimento 2.

A partir de los resultados mitéticos podemos observar que para la
variable poliploidia, el tiempo juega un papel importante al incrementar el
porcentaje de células poliploides, pero al mismo tiempo disminuye el

porcentaje de plantas sobreviventes (Cuadro 4.3).

Cuadro 4.3. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 3.

Tiempo  Concentracion Sobrevivencia Poliploidia Sobrevivencia Poliploidia
(h) (mg L) (%) (%) (%) (%)

HA TR
24 100 10 79 0 60
5 200 25 44 20 33
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En el cuarto experimento (09 de abril de 2009) se us6 Unicamente la
concentracién de 100 mg L™* por que presentd buenos porcentajes de
poliploidia y se disminuyeron un poco las horas para aumentar la
sobrevivencia; al mismo tiempo se sembraron mas semillas (50 por cada

tratamiento) para aumentar la probabilidad de éxito.

En esta ocasion se obtuvieron plantulas sobrevivientes de T.
rotundifolia debido al aumento en el numero de semillas plantadas (Cuadro
4.4), sin embargo en la mayoria de los experimentos se observa que T.
rotundifolia presenta porcentajes de sobrevivencia y poliploidia menores que

HA 89.

Cuadro 4.4. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 4.

Tiempo Concentracion Sobrevivencia Poliploidia Sobrevivencia Poliploidia
(h) (mg L) (%) (%) (%) (%)
HA TR
20 100 31 73 3 58

En el quinto experimento (11 de mayo de 2009) se aumentaron las
horas de exposicion a la colchicina para aumentar el porcentaje de
poliploidia, debido a que los analisis meidticos de los experimentos
anteriores revelaron que ninguna planta completa conservaba la poliploidia

(Cuadro 4.5).



Cuadro 4.5. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 5.

Tiempo Concentracion Sobrevivencia Poliploidia Sobrevivencia Poliploidia
(h) (mg L) (%) (%) %) %)
HA TR
20 100 20 45 10 15
30 100 0 78 0 65
40 100 0 87 0 72
20 200 15 49 10 21
30 200 0 63 0 33
40 200 0 93 0 57
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En este experimento nuevamente se observéO un aumento en la

poliploidia al aumentar el tiempo de exposicion (Figura 4.2). Sin embargo

arriba de 30 horas ninguna planta sobrevivio.
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Figura 4.2. Experimento 5. Efecto de la concentracion y el tiempo en el
porcentaje de células poliploides en: a) H. annuus.y b) T. rotundifolia.

En el sexto experimento llevado a cabo el 21 de julio, se aumentaron

las horas de exposicion y se disminuy6 la concentracién considerablemente.

Esto origin6 gran cantidad de cromosomas muy delgados (Cuadro 4.6).
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Cuadro 4.6. Resultados de los analisis mitoticos del experimento 6.

Tiempo Concentracién Sobrevivencia Poliploidia Sobrevivencia Poliploidia
(h) (mg L) (%) (%) (%) (%)
HA TR
72 10 36 53 0 48
72 20 24 62 0 55

Los resultados de los seis experimentos se promediaron para ambas
especies (Cuadro 4.7). Para seleccionar el mejor tratamiento se tomoé en
cuenta principalmente el porcentaje de células tetraploides (Fotografias en
Anexo A2) y el porcentaje de sobrevivencia.

Cuadro 4.7. Porcentaje de células para los diferentes niveles de poliploidia

en mitosis promediado para HA 89 y T. rotundifolia en los distintos
tratamientos.

Concentracion- Sobrevivencia Poliploidia  Poliploides Tetraploides  T/%P Diploides
Tiempo (mg L™ — h) (%) (%) Mayores (%) (%)
250-2 7 20 11 9 0.45 80
200-5 20 43 6 36 0.85 58
150-12 0 60 26 34 0.57 40
100-24 8 73 40 33 0.45 27
100-20 17 48 23 25 0.52 52
100-30 0 74 50 23 0.32 26
100-40 0 84 63 21 0.25 16
200-20 13 40 31 9 0.23 60
200-30 0 53 41 12 0.22 a7
200-40 0 81 75 6 0.08 19
10-72 18 51 35 16 0.32 49
20-72 12 59 45 14 0.23 41

Es importante resaltar que el porcentaje de germinacion de las plantas
tratadas con colchicina fue muy baja (maxima 20 %) en comparacion con los

testigos (55 % en promedio).

El tratamiento con el mayor porcentaje de células tetraploides se

presenté a 200 mg L™ de colchicina durante 5 horas con un 36 % y con el
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mayor porcentaje de sobrevivencia de 20 %. Este tratamiento es muy
parecido al empleado por Jan y Chandler (1983) excepto por el uso de
DMSO, quienes obtuvieron éxito en la induccion de plantas tetraploides, sin
embargo la aparicion de mosaicos en el presente estudio concuerda con

Downes y Marshall (1983).

En todos los tratamientos se detectaron mosaicismos, con dos 0 mas
niveles de ploidia, ademas se observo una ligera tendencia en el incremento
del porcentaje de células poliploides en mitosis al aumentar las horas de
exposicion a la colchicina, con un coeficiente de determinacién de Pearson

igual a 0.46 (Figura 4.3) y con una significancia de p= 0.09.
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Figura 4.3. Porcentajes de células para los distintos niveles de ploidia para
cada tratamiento, promediado para ambas especies.
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El gran inconveniente de los tiempos prolongados de exposicion a la
colchicina fue la induccién de células con niveles de ploidia elevados y en

algunos casos la no sobrevivencia de plantas.

En la Figura 4.4 se observa que cuando se aumentaron las horas de
exposicidbn en una dosis el porcentaje de células tetraploides disminuyo;
ademas al comparar las dosis de 100 y 200 mg L™ con horarios iguales se
dedujo que también al aumentar la concentracion se disminuyo el porcentaje

de tetraploides.
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Figura 4.4. Fraccion de células tetraploides / poliploides observadas en los
distintos experimentos, promediados para HA 89 y T. rotundifolia.
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El coeficiente de correlacidon entre la concentracién de colchicina y la
poliploidia fue de -0.24 con una significancia de p = 0.41, lo cual se puede
deber al disefio del experimento, ya que a concentraciones altas los tiempos
de exposicion fueron cortos con el fin de no dafar el desarrollo de la
plantula.

La variable del tiempo reflej6 un mayor impacto en la induccion de
poliploidia, sin embargo existe un gran reto: aumentar el porcentaje de
tetraploides y disminuir al maximo la frecuencia de poliploides mayores. Lo
anterior quiza se puede lograr al aumentar un poco el tiempo (mayor que 5
horas) en el tratamiento de 200 mg L™.

Otra estrategia para aumentar el porcentaje de poliplodia y
sobrevivencia en las plantas tratadas es la adicion de dimetilsulfoxido al 2 %,
el cual funciona como acarreador de drogas como la colchicina, para facilitar
que penetre rapidamente a la célula y asi evitar la sobreexposicion de la

plantula a este quimico.

Analisis meidticos

En el Cuadro 4.8 se muestran los tratamientos que se evaluaron en
meiosis. Este analisis revelé que ninguna de las plantas maduras tratadas
presentaron duplicacion cromosémica en diacinesis, solo se observaron
microsporocitos diploides con configuraciones bivalentes (Fotografias en

Anexo A3).

El restablecimiento del nivel de ploidia se debié probablemente a la

presencia de mosaicismos en mitosis en conjunto con el crecimiento de las
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raices posteriores que implican ciclos sucesivos de division celular. Lo
anterior es muy comun cuando los tratamientos se aplican en plantula en
donde no existe una gran cantidad de células en division.

Cuadro 4.8. Fraccion de células poliploides/células observadas en
diacinesis, en los analisis meioticos para cada tratamiento.

Concentracién Tiempo  Fraccién de Poliploides  Fraccidn de Poliploides
(mg L™ (h) HA 89 T. rotundifolia
10 72 0/18 NS*
20 72 0/12 NS
100 20 0/15 0/8
100 24 1/11 NS
200 5 o7 0/5
250 2 0/3 NS

*NS= No Sobrevivieron en vivero

Solamente en el tratamiento de H. annuus con 100 mg L™ durante 20
horas se logré observar una ceélula duplicada (Figura 4.5), con 24

cromosomas bivalentes y 5 cromosomas cuadrivalentes (24 Il + 5 V).

Figura 4.5. Célula tetraploide en diacinesis de H. annuus duplicada con 100
mg L™ de colchicina, durante 20 horas (2n = 68 = 24 1l + 5 V).
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El tipo de apareamiento cuadrivalente es normal en especies
tetraploides debido a la homologia multiple de los cromosomas; sin embargo
en el mismo boton también se detectaron grandes cantidades de células
diploides, por lo tanto la planta tampoco se considerd poliploide. Este
hallazgo reveld que el efecto de la colchicina puede prevalecer hasta la fase
de diacinesis lo que abre la posibilidad de seguir explorando con nuevos
tratamientos de colchicina hasta obtener el 100% de duplicacion en meiosis,
por lo que se sugiere emplear un nimero de muestra mas grande, pues el

éxito en la duplicacion cromosomica ocurre en muy bajo porcentaje.

Es importante sefialar que no todos los tratamientos fueron evaluados
hasta esta etapa debido a la no sobrevivencia de plantas y por la misma
razon el nimero de microsporocitos analizados fue muy pequefio, ademas

de presentar poca division celular en diacinesis.

Mediciones fenotipicas

Se determinaron los promedios de las variables fenotipicas para cada
tratamiento y se compararon con un testigo de acuerdo a la temporada de

siembra: primavera o verano (Cuadro 4.9).

A través de la prueba de t student con un nivel de confianza de 95%
se detectd que en ningun tratamiento ni en ninguna variable se presentaron

diferencias estadisticas importantes.
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Cuadro 4.9. Mediciones fenotipicas promediadas para cada tratamiento con
colchicina en HA 89 y T. rotundifolia no significativas al 5% de probabilidad.

Concentracion Tiempo AP AH LH LPED DISCO DCAP
(mg L™ (h) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
H. annuus (Primavera)

100-24 24 55.25 4.45 6.78 1.63 3.43 9.00
100-20 29 53.23 4.74 7.60 1.84 3.07 7.94

200-5 5 53.86 4.97 7.76 2.07 3.34 9.49

250-2 2 53.54 4.85 7.68 1.96 3.21 8.71
Testigo 0 54.00 5.05 7.40 1.80 3.10 8.20

H. annuus (Verano)

10-72 72 32.50 2.75 4.10 1.25 1.75 6.00
20-72 72 46.68 4.22 6.39 1.67 2.69 7.64
Testigo 0 31.00 2.60 3.60 1.30 1.80 6.00

T. rotundifolia (Primavera)

100-20 20 147.00 6.40 7.07 6.67 1.87 6.33
200-5 5 89.00 4.50 5.33 3.98 1.83 6.17
Testigo 0 148.00 6.80 7.50 7.40 2.10 6.80

AP = altura de planta; AH = ancho de hoja, LH = longitud de hoja, LPED = longitud de pedunculo,

DISCO = diametro de disco; DCAP = diametro de capitulo.

En plantas autopoliploides de H. annuus var. morden se ha reportado
una reduccion en la altura de planta, tamafio de la hoja y tamafio de la flor
(Srivastava y Srivastava, 2002), por lo tanto para los tratamientos probados

en este estudio se descarto la presencia de plantas tetraploides,

Analisis de viabilidad del polen

Las comparaciones de fertiidad de polen entre las distintas
concentraciones se realizaron en base a un promedio ponderado (Cuadro
4.10).

En el caso de T. rotundifolia no se obtuvieron suficientes datos para

someterse a un analisis debido a la poca sobrevivencia de las plantas.
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Cuadro 4.10. Promedio de fertilidad del polen de las plantas sobrevivientes
de HA 89 y T. rotundifolia en los distintos tratamientos.

Concentracion Tiempo Plantas de Fertilidad HA 89 Plantas de Fertilidad T.rotundifolia
(mg L™h (h) HA 89 (%) T. rotundifolia (%)
10 72 2 100 0 NS*
20 72 2 50 0 NS
100 20 31 70 3 96
100 24 4 49 0 NS
200 5 7 24 3 97
250 2 2 4 0 NS

*NS= No Sobrevivieron en vivero.

Para evaluar la fertilidad del polen en H. annuus se efectu6 un analisis
de correlacion de Pearson entre la concentracibn de colchicina y el
porcentaje de granos de polen fértiles y se determin6 un coeficiente de -0.86
con un alto nivel de significancia (p= 0.02), lo que indica que a medida que
se aumento la concentracion del alcaloide la fertilidad disminuyd. Esta
disminucién se atribuyé0 a un estrés fisiologico generado por las altas
concentraciones de colchicina y al proceso de restablecimiento del nivel
diploide lo cual gener6 algunas plantas con androesterilidad y baja
produccion de polen, no obstante este efecto secundario no se ha podido

explicar cientificamente en plantas diploides.

Otra posibilidad que aun no puede ser descartada debido al tamafio
de muestra reducido, es la presencia de células tetraploides con
configuraciones cuadrivalentes, las cuales disminuyen la viabilidad del polen

(Srivastava y Srivastava, 2002).
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b) Tratamientos en el hibrido

Cultivo in vitro

Seis semillas desarrollaron callo al segundo dia de haber sembrado
los hibridos en el Medio 1; al quinto dia se observd el desarrollo de los
cotiledones y a los 15 dias dos plantulas presentaron una infeccion
caracterizada por la presencia de un exudado lechoso, por lo que se trataron
con cloro al 1% y sin embargo no sobrevivieron. Las cuatro plantulas
restantes a los 22 dias estaban listas para transvasarse al Medio 2 para

micropropagacion.

Se realiz6 una serie de transvases a partir de las 4 plantulas hasta
obtener 30 explantes, sin embargo estos propagulos también presentaron
una infeccion persistente y fueron transvasados y desinfectados durante 75
dias cada vez que reincidia la enfermedad, quedando solamente 7 frascos.
Se transvasaron los explantes a Medio 2 enriquecido con glicina, con la
finalidad de fortalecer a la planta y cambiar las condiciones del medio de
cultivo y asi evitar la propagacion de la infeccion. De este transvase se

originaron 20 explantes y para los 8 dias la enfermedad volvié a aparecer.

Se transvasaron nuevamente los explantes pero esta vez se adicioné
al medio de cultivo ciprofloxacina, antibiético de amplio espectro en tres

distintas concentraciones: 1, 2y 10 mg L™,
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Este tratamiento se empled hasta esta fase debido a que en cultivo de
tejidos vegetales, los antibidticos solo son empleados cuando los
microorganismos no pueden ser eliminados por otros métodos. Estos
compuestos son caros y no existe ninguno que sea efectivo para controlar

todos los organismos contaminantes (Reed y Tanprasert, 1995).

La concentracion de 10 mg L' de ciprofloxacina mostr6 mayor
efectividad al retardar la aparicion de la enfermedad sin embargo las plantas

presentaron hiperhidracidad y murieron.

Después de 8 dias la enfermedad reincidio en los demas tratamientos,
guedando solamente 5 explantes, los cuales fueron transvasados al Medio 3,
sin embargo ninguno de ellas prosperé debido a la aparicion de nuevos

patdgenos.

Debido al éxito no obtenido en cultivo in vitro, se sugiere la aplicacion
de nuevos antibidticos u otros tratamientos, asi como la modificacion de la
técnica de asepsia y composicion de los medios de cultivo, que posibiliten la
generacion de explantes sanos que puedan ser tratados con colchicina. Esta
técnica es la mas efectiva en la generacion de tetraploides sin la presencia
de quimeras, ademas de incrementar el material vegetal, lo cual es muy
conveniente en este caso debido a que se cuenta con muy poca semilla
hibrida. Una ventaja mas es la posibilidad de contar con un gran namero de

tratamientos, lo que aumentaria enormemente la posibilidad de éxito.
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Tratamiento en semilla

La semilla hibrida presentd bajo porcentaje de germinacion (40%)
combinado con la presencia de enfermedades aun después de desinfectar la

semilla con una solucion al 1 % de hipoclorito de sodio.

Después de siete dias de haber sembrado cinco semillas en cajas de
Petri, solamente dos germinaron y se trataron con 200 mg L™ colchicina
durante 5 horas, sin embargo a los dos dias ambas se necrosaron y

murieron.

Nuevamente se sembraron cinco semillas hibridas en cajas de Petri,
previamente tratadas con lombricomposta estéril al 10 % durante 10
minutos, para fortalecer a la semilla y lograr su germinacién. A la par se
sembraron cinco semillas en tierra estéril para comprobar la germinacion de

la semilla sin tratamiento.

A los 8 dias emergieron 2 plantulas sanas sembradas en tierra. De las
plantulas tratadas con lombricomposta germinaron tres y estas fueron
tratadas nuevamente con 200 mg L™ colchicina durante 5 horas, dos de ellas

se necrosaron y la tercera muri6 al transplantarse a vaso.

En base a estos resultados es necesario realizar nuevas técnicas de

asepsia de la semilla para aumentar la sobrevivencia de la plantula, ademas,
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en lugar de sembrar la plantula tratada en suelo, pudiera rescatarse por

medio de cultivo in vitro.



V. CONCLUSIONES

Los tratamientos con colchicina evaluados en T. rotundifolia y H.
annuus, mostraron toxicidad para las células y esto provocOd una fuerte

reduccion en la supervivencia de las plantulas.

Entre los tratamientos probados, el mas efectivo para la induccion de
células tetraploides resulté ser el de 200 mg L™ de colchicina durante 5
horas con el 34 % de células tetraploides. Los tiempos prolongados de
exposicién a la colchicina tuvieron mayor impacto en la induccion de niveles

de ploidia elevados.

La viabilidad del polen disminuyé a altas concentraciones de
colchicina lo que puede deberse a cambios en la fisiologia de la planta

debidos al mosaicismo producido por la colchicina.

La obtencion de plantas tetraploides en los progenitores no fue
posible al 100 %, por lo tanto los tratamientos probados en el presente
trabajo solamente generaron mosaicos cromosémicos en mitosis y esto hizo

gue la planta recobrara su nivel diploide en meiosis.



VI. RESUMEN

El cruzamiento intergenérico entre Helianthus annuus y Tithonia
rotundifolia  produce hibridos estériles debido a incompatibilidad
cromosomica. El objetivo del presente trabajo fue restaurar la fertilidad del
hibrido a través del uso de colchicina para generar tetraploides. Para lograr
esto se realizaron tratamientos preliminares con los progenitores mediante la
exposicion de meristemos a la colchicina a distintos tiempos (2, 5, 12, 20, 24,
30, 40y 72 h) y a distintas concentraciones (10, 20, 100, 150, 200 y 250 mg

LY.

A partir de las observaciones mitéticas de ambos progenitores
mediante el método de aplastado, se determiné que el mejor tratamiento fue
de 200 mg L™ durante 5 h con un 36 % de células tetraploides, sin embargo
todos los tratamientos mostraron mosaicos, situacidon que probablemente
origind el restablecimiento del nivel diploide en los progenitores, comprobado

mediante analisis meidtico en diacinesis.

En conclusion la obtencion de plantas tetraploides en los progenitores
no fue posible bajo los tratamientos probados en este estudio, debido a un
efecto parcial de la colchicina aplicada en &pices radiculares, que produjo

mosaicismo en los tejidos.
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Anexo Al (1/1). Técnicas de duplicacién cromosdémica con colchicina en distintas especies.

Autor

Ao L Especie Etapa fenoldgica Colchicina Horas Observaciones
principal
2009 X.Z. Liu Eucaliptus globulus Raiz de plantula in vitro 750 mg L 5 Tetraploidia en el 60% de las plantulas. Pérdida de 2 0 4 cromosomas en algunas muestras.
2 % DMSO Variaciéon somaclonal in vitro, 12.2% de polimorfismo

Hojas mas gruesas, verdes y largas

2006 Rauf Gossypium hirsutum Semilla 1% 24 Tratamiento mas efectivo en cotiledones con 8% de tetraploidia

Cotiledones 1% 72 Aumento en el area foliar, didmetro de estomas y pétalos
Plantula 1% 0.5 Disminucion en la frecuencia de estomas, nimero de anteras y altura de planta

Cambios en las frecuencias alélicas

2007 G. Liu Platanus acerifolia Semilla 0.1,0.2,0.3,0.4,0.5% 24 En semilla: Tetraploidia en el 40% de las plantas al 0.4%, pero ninguna sobrevivié

Meristemo apical En meristemos: 13% plantas tetraploides al 0.4 % con 40% de sobrevivencia

Estomas mas grandes, habito de crecimiento mas compacto, hojas mas gruesas y anchas, menor
altura de planta

2008  Shahriari Hyoscyamus muticus Meristemo 0.20 % 24 Incremento en un 17 % de biomasa para la produccién de alcaloides con propiedades farmacéuticas
Aumento en el tamafio de la flor, tamafio de estomas, nimero de cloroplastos, peso seco y himedo
Disminucion en la altura de planta

2007 Urwin Lavandula angustifolia Semilla 0-1000 mg L™ 7 dias El mejor tratamiento fue de 125 mg L-' con 1 % de tetraploidia

Aumento en tamafio de la flor, semilla y contenido de aceite
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Anexo Al (2/2). Técnicas de duplicacién cromosdmica con colchicina en distintas especies.

Autor

Afo L Especie Etapa fenoldgica Colchicina Horas Observaciones
principal
2008 Burun Nicotiana tabacum o . El mejor tratamiento fue en pléntula, durante 7 h con un 40 % de
Anteras (antes de cultivar in vitro) 0.40% 0,2,4,6,8,10,12 diploidia y 52 % de viabilidad.
Anteras durante el cultivo in vitro 0.20 % 72 Aumento en el tamafio del polen, comparado con los haploides.
Plantula con 4 hojas 0.20% 0,7,24,48 Poliploides con crecimiento lento

2006 Yang Vitis vinifera Embriones somaticos in vitro 0,10,20 mg L™* 24,48,72 El mejor tratamiento fue a una concentracién de 20 mgL™ durante 24
horas
No se observaron quimeras
Aumento en el diametro de los estomas de los tetraploides
comparados con los diploides
Al aumentar el tiempo y la concentracién a la colchicina se observé
una disminucién en el porcentaje de sobrevivencia
Segregacidn aberrante en F,y quimeras con CMS y ramificado
(caracteres recesivos)

2010 Omidbaigi Ocimum basilicum Semilla 0,0.5,0.10,0.20,0.50y 0.75 % 6,12,24,36 El mejor tratamiento fue de 0.5 % de colchicina en meristemos, con
8 % de plantas tetraploides

Meristemo 2 % DMSO Aumento en el tamafio de estomas y polen
Hoja Aumento en el nimero de cloroplastos
Raiz Presencia de tetraploides y quimeras
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ambas especies.

Anexo A2 (1/4). Porcentaje de células para los distintos niveles de ploidia en mitosis para cada tratamiento, promediado para
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Anexo A2 (2/4). Porcentaje de células para los distintos niveles de ploidia en mitosis para cada tratamiento, promediado para

ambas especies.
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Anexo A2 (3/4). Porcentaje de los distintos niveles de ploidia en mitosis para cada tratamiento, promediado para ambas especies
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Anexo A2 (4/4). Porcentaje de células para los distintos niveles de ploidia en mitosis para cada tratamiento, promediado para
ambas especies.

M Poliploides Mayores M Tetraploides ™ Diploides
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Anexo A3 (1/3). Microsporocitos en diacinesis observados en los distintos tratamientos con colchicina en ambas especies.

Tratamiento: 10 mg L-' durante 72 horas
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Anexo A3 (2/3). Microsporocitos en diacinesis observados en los distintos tratamientos con colchicina en ambas especies.

Tratamiento: 100 mg L-' durante 20 horas
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Anexo A3 (3/3). Microsporocitos en diacinesis observados en los distintos tratamientos con colchicina en ambas especies.

Tratamiento: 200 mg L-' durante 5 horas

5
«

9



