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“Tu vision devendra més clara solamente cuando mires dentro de tu corazén... Aquél que
mira afuera, suefia. Quién mira en su interior, despierta”
Carl Jung

"Siempre parece imposible hasta que se hace"
Nelson Mandela

“Mas se estima lo que con mas trabajo se gana”
Aristoteles

“Trabaja desde lo que realmente eres; y no desde lo que crees que fueron los que triunfaron”
Cristobal Jodorowsky

“Aprendi que no se puede dar marcha atras, que la esencia de la vida es ir hacia adelante. La
vida, en realidad, es una calle de sentido inico”
Agatha Christie

“La mayor rémora de la vida es la espera del mafiana y la pérdida del dia de hoy”
Séneca

“Todos los que pertenecemos a un pais somos extranjeros. Nuestra verdadera patria es la
Tierra”
Alejandro Jodorowsky
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Figura 12. Iméagenes de nucleos celulares de raicillas de Alstroemeria psittacina.



VARIACIONES CROMOSOMICAS ENTRE ESPECIES DE SILVESTRES Y
VARIEDADES COMERCIALES DE ALSTROEMERIAS

REVISION BIBLIOGRAFICA

El Género Alstroemeria
Origen

El nombre de Alstroemeria fue establecido en 1762 por Carolus Linnaeus, cuyo nombre se
lo dedico a su amigo Claus Alstroemer. Originalmente Linneo incluyo en este género tres
especies, las cuales habian sido descritas en 1714 por el padre Louis Feulliée, bajo el
nombre de Hemerocallis. Aquél utilizé como epitetos especificos los nombres citados por
Feulliée: Alstroemeria pelegrina, A. ligtu y A. salsilla, esta ultima pertenece actualmente al
género Bomarea (Sanso, 1996).

El género Alstroemeria pertenece a la familia Alstroemeriaceae, tiene su origen en América
del Sur conforme a Hofreiter y Rodriguez (2006) y Hofreiter y Tillich (2002); y posee 82
taxones distribuidos desde Venezuela hasta Argentina y Chile (Ruiz et al., 2010). La mayor
cantidad de especies se encuentra en Chile central (Bayer 1987; Mufioz y Moreira 2003) vy;
al Este y centro de Brasil (Aker & Healy 1990).

Las especies del género Alstroemeria crecen desde el nivel del mar hasta los 4.500 metros
de altitud (Aagesen et al., 2003; Ravenna 1988, Sanso 2002). En Chile existen 49 taxones
(33 especies, 8 subespecies y 8 variedades); de los cuales 40 son endémicas y 42 estan en la
zona central del pais (28°-38° S), solo tres especies se distribuyen al Norte de los 28° S 'y
cuatro al Sur de los 38° S (Mufioz y Moreira 2003). El alto nivel de endemismo que presenta
el género en esta zona geogréafica podria deberse a la gran diversidad de ambientes que
ofrece la zona central del pais (Arroyo et al., 1993; Lazo et al., 2008). Se ha determinado
que las especies silvestres de alstroemeria son diploides (2n = 2x = 16) (Zhou et al., 2003,
Jara et al., 2004; Baeza et al., 2006 y 2007).

Caracteristica de la especie

Las alstroemerias son plantas herbaceas y geofitas que producen dos tipos de brotes: floral y
vegetativo, que se originan a partir de rizomas subterraneos (Bridgen, 1997).

La alstroemeria es una planta monocotileddnea, perenne, compuesta por uno o varios tallos
no ramificados, erectos o rastreros que terminan en rizomas y raices de almacenamiento
(Mufioz y Moreira, 2003). Las raices de almacenamiento de almidon de varias especies de
Alstroemeria son comestibles. Las hojas son seésiles, simples, enteras, generalmente



resupinadas y lanceoladas. Las hojas pueden ser membranosas o cartaceas; lineales,
lanceoladas o elipticas (Bayer, 1987).

Las plantas producen grandes y hermosas inflorescencias de diferentes colores incluyendo
purpura, rojo lavanda, rosa, amarillo, damasco, naranja, blanco y bicolores (Pounders et al.,
2003). Dicha inflorescencia es una umbela terminal cimosa simple o ramificada de dos a
mas flores; rara vez las flores pueden ser solitarias y estan envueltas en hojas como bracteas.
Las flores son zigomorfas y bisexuales con seis tépalos libres y petaloides en dos verticilos.
Los tépalos pueden ser similares o diferentes, el interior a menudo mas corto, modelado y
basalmente reducido en conductos nectiferos. Seis estambres libres estan dispuestos en dos
verticilos. Las anteras son pseudo-basifijadas longitudinalmente intra-dehiscencia. EI ovario
es inferior, tricarpelado, y trilocular con placentacion axilar (Bayer, 1987).

La alstroemeria tiene el estilo trifido, siendo de polinizacion cruzada y protandrica, es decir,
los estambres maduran antes que el pistilo (Suarez et al., 2007); por tanto al ser de
polinizacion cruzada, la alstroemeria cuenta con alta heterocigosidad y por ende, amplia
variabilidad genética (Suarez et al., 2007), presentando una reducida autofertilizacién. No
obstante, las especies del género Alstroemeria también pueden reproducirse vegetativamente
a través de rizomas, lo que ayudaria a mantener altos niveles de estabilidad genética, es
decir, baja heterocigosidad (Ruiz et al., 2010).

El fruto es una cépsula eliptica dehiscente y las semillas son globosas sin sarcotesta (capa
carnosa fresca exterior) (Bayer, 1987). Todas las especies de Alstroemeria diseminan sus
semillas por balacoria -proceso explosivo de la capsula- (Rougier, 2005).

Importancia Econémica

La alstroemeria es una flor de corte importante en el norte de Europa (Breeze et al., 2004),
siendo introducidas en el viejo continente en el siglo XVI (Sanso et al., 2005). Las
variedades comerciales de alstroemeria, comenzaron a ganar popularidad en la década de
1970, principalmente como cultivo de flor de corte (Bridgen et al., 2009). Es una de las
pocas flores de corte comerciales que se adaptan al medio ambiente frio en el norte de
Europa. Con la seleccion adecuada de las variedades es posible cosechar las flores de
alstroemeria durante todo el afio cuando se cultivan bajo condiciones de invernadero, sin la
necesidad de iluminacion adicional durante este periodo (Wagstaff et al., 2001).

Tanto fue la popularidad de esta flor, que durante el 2008, en las subastas de flores de
Holanda —que son un buen indicador de las especies mas vendidas en la Union Europea- la
alstroemeria ocupd el séptimo lugar dentro de las principales especies con 245 millones de
varas transadas (Kamminga, 2008). No obstante, segin Cuenca en el 2010, este lugar fue
desplazado por la freesia.

A pesar de su rica diversidad, las especies silvestres son de poco valor comercial debido a
gue muchas de las plantas estan en estado latente gran parte del afio (Bridgen et al., 2009).
No obstante, gracias a paises como Holanda, Inglaterra, Japon y Estados Unidos que
presentan programas de cultivo, mejoramiento y propagacion de esta especie con fines
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comerciales (Miyake 1989, De Jeu et al., 1992); se ha logrado potenciar factores para su
venta, tales como la durabilidad de sus flores, tamafio y arquitectura del perigonio. Ademas,
si los hibridos comerciales de alstroemeria se cultivan adecuadamente, las plantas tienen un
habito de permanente floracion (Kim et al., 2002) y como flor de corte, poseen larga vida en
florero (Bridgen et al., 2009).

Las variedades comerciales de alstroemeria son producto de hibridaciones, mutaciones y
poliploidizacién (Sanso 1996). La hibridacion interespecifica es un método para el
mejoramiento genético y que permite la introduccién de alta variacion en cultivos
ornamentales (Zhou et al., 2003); con ello se han desarrollado numerosas variedades
comerciales, que actualmente son utilizadas como flores de corte y plantas en macetas, que
se han propagado por todo el mundo (Hoshino et al., 2006).

Entre las especies silvestres de Sudamérica, que son diploides y que se han considerado
como parentales de las variedades comerciales o como excelentes candidatos para su
produccion, figuran A. ligtu L., A. pelegrina L., A. aurea Graham, A. magenta Bayer, A.
psittacina J.G.C. Lehmann, A. inodora Herb., A. pulchra Sims, A. violacea Phil., A.
versicolor Ruiz et Pavon y A. caryophyllea Jacq. (Hoshino, 2008). Sin embargo, la
dificultad de crear hibridos interespecificos aumenta junto con la distancia filogenética entre
los parentales (Sharma, 1995). Por lo anterior, es importante tener en cuenta que cuando se
hace mejoramiento genético en una especie es fundamental conocer e identificar las
caracteristicas que muestra cada material; ya que se pueden encontrar muchas barreras
limitantes para la obtencién de los objetivos (Delgado et al., 2010). El nivel de ploidia por
ejemplo, es una de ellas. En este sentido, Poehlman y Allen (2003) mencionan que el cruzar
progenitores con diferentes niveles de ploidia, puede dar como resultado progenies estériles
0 genéticamente inestables; por lo que el estudio citololdgico previo es indispensable para
conocer niveles de ploidia de los parentales y/o determinar si hubo cambios de tales niveles
(Baeza et al, 2007), evaluando la biodiversidad y dindmica de la vegetacion (Arroyo et al.,
1993).

Citologia

Definicion

Segun De Juan (1999), la citologia es una disciplina cientifica factual, rama de la Biologia,
que estudia las celulas de todos los organismos (Células procariotas y eucariotas). Dicho
estudio se realiza desde un punto de vista microscépico, en los siguientes niveles de
complejidad: molecular (Biologia Molecular), celular (Biologia Celular General), tisular y
de organos (Biologia Celular Especial o Histologia). Por ultimo y al considerar a la
estructura y a la funcién como caras de una misma moneda, y no poder darse la segunda sin
la primera, también a la Biologia Celular le compete el estudio de la funcion (Fisiologia
Celular).



Por tanto y al ser su definicion tan amplia, los estudios citologicos también comprenden el
andlisis y comparacion de la morfologia, simetria y tamafio de los cromosomas entre
especies y/o subespecies, con la perspectiva de que el analisis detallado de los cromosomas
y de los taxa relacionada, pudiendo proporcionar informacién valiosa relacionada con su
evolucion y su taxonomia (Dimitrova y Greilhuber, 2000). Similar definicion tiene la
citogenética: Rama de la genética que relaciona la herencia con la estructura y el
funcionamiento celular con especial interés en los cromosomas (Ville et al, 1998); En forma
general, la citogenética agrupa un conjunto de técnicas que aplican diferentes métodos de la
biologia molecular directamente sobre preparaciones citologicas tales como tejidos, células,
cromosomas Y fibras de ADN (Herrera, 2007). El anlisis del cariotipo, en tanto, radica en la
comprobacion exacta de los niveles de ploidias en el germoplasma de una especie y se
realiza mediante el conteo de los cromosomas (Van Den Houwe et al, 1995). El cariotipo de
taxa se analiza para complementar los estudios citogenéticos comparativos entre especies.
Al realizar comparaciones entre especies con igual nimero de cromosomas, pero con
diferencias cariotipicas, pueden usarse aquellos cromosomas similares (por ejemplo,
metacentrica) como marcadores dentro del género (Palma et al, 2007).

Procedimiento

La observacion de cromosomas mitéticos en la mayoria de las plantas se consigue con la
aplicacion de métodos y protocolos convencionales muy generalizados. De acuerdo al
material a estudiar, se toman decisiones respecto del tejido que se utilizara para conseguir
numerosas divisiones mitoticas y cuél sera el método mas adecuado para visualizar los
cromosomas; se destaca que la colecta y preparacion del material es fundamental (Pereira et
al., 2013).

En plantas, la mayor cantidad de células mitdticas se encuentra generalmente en el tejido
meristematico, tejido encontrado en diferentes 6rganos vegetales que se caracteriza por
presentar células indiferenciadas (Valladolid et al., 2004). Para el analisis cromosémico
mitotico el meristema mas adecuado es el radical (Delgado et al., 2010), debido
principalmente al volumen histoldgico y porque absorben mas facilmente las soluciones
externas, aspecto muy importante cuando se usan inhibidores mitoticos (Pereira et al.,
2013). La obtencidn de raices para el andlisis cromosémico puede realizarse a partir de
semillas, bulbos, tallos y plantas adultas cultivadas en macetas (Honfi et al., 1990;
Hojsgaard et al., 2009; Davifia et al., 2009).

Si no se cuenta con raices apropiadas, pueden ser utilizados otros meristemas, como por
ejemplo, la parte mas joven y central de los brotes en crecimiento, anteras y paredes del
ovario de los botones florales menores y varios otros Organos de crecimiento activo
(zarcillos, pétalos, embriones, dvulos, etc.) (Davifia com. pers. 2013). Otro aspecto a tener
en cuenta es el horario en el que se seleccionan las raicillas, dado que en la mayoria de las
especies, los horarios matutinos, entre 10:00 a 12:00 h, dan buenos resultados por tener una
mayor actividad mitotica en ese periodo (Pereira et al., 2013).

Segun Delgado et al., (2010) y Baeza et al., (2000, 2001, 2004, 2007), el procedimiento para
el recuento cromosomico y estudio cariotipico en especie de Alstroemeria consiste en las
siguientes etapas:

1. Obtencion del material vegetal
Apices radiculares o brotes de plantas colectadas entre las 10:00 y 12:00 h.



2. Prefijacion o Pretratamiento

Considerando que en la etapa de mitosis se acumula el mayor nimero de células
metafésicas en el meristema y que en la metafase, los cromosomas alcanzan su
maximo grado de condensacion y se encuentran individualizados, es el momento
preciso en que presentan una forma caracteristica que permite diferenciarlos y
clasificarlos morfologicamente. Los inhibidores de mitosis actian sobre el proceso
de formacion del huso acromaético, impidiendo el paso hacia la anafase y causando
el acortamiento y dispersion de los cromosomas (Valladolid et al., 2004). Dos
inhibidores mitdticos son utilizados como pretratamiento, la 8HQ (8
hidroxiquinolina) y la colchicina. La 8HQ es muy Util en analisis cromosémicos
porque permite una buena visualizacién de las constricciones secundarias, ademas
permite un mejor empaquetamiento de los cromosomas; la colchicina tiende a
inducir aglomeraciones cromosomicas, las cuales son muy pronunciadas después
de largos tratamientos (Aarestrup et al., 2008).

3. Fijacion
En esta etapa se interrumpen rapidamente los procesos vitales de la muestra
conservando invariable la estructura fina de las células. Ademas se incrementa la
naturaleza basoéfila de la cromatina haciéndola susceptible de ser coloreada
(\Valladolid et al., 2004).

En citogenética es de gran interés principalmente realizar observaciones de
morfologia, asociacion y numero de cromosomas, por lo que es de gran utilidad un
fijador de accidn rapida y violenta; de reaccidn acida y deshidratante, que conserve
el nucléolo, los cromosomas y el huso acromético. Uno de los fijadores mas
comunmente utilizados por cumplir con las caracteristicas ya mencionadas es el
Reactivo de Farmer (etanol absoluto y &cido acético glacial en proporcion 3:1)
(Garcia, 1998).

4. Maceracion o Hidrolisis
Al momento de observar los cromosomas bajo el microscopio Optico, es
importante que las células se encuentren dispersas formando una sola capa de
células, evitando asi la superposicion. Para lograr este objetivo se deben destruir
tanto la pared celular como la pectina de las uniones intercelulares. Para tal efecto
se pueden utilizar agentes quimicos o tratamientos enzimaticos, o mezclas de
ambos (Valladolid et al., 2004).

En general, se usa el proceso de hidrolisis acida con HCI, ya que de lo contrario la
pared celular no seria suficientemente degradada.

El objetivo principal de esta hidrdlisis es precisamente eliminar tejido que impida
una perfecta visualizacion de los cromosomas; siendo la pared celular una de las
barreras mas importantes durante este proceso, este es el resultado de un proceso
evolutivo producto de las interacciones con fitopatdgenos, con otros organismos y
con las condiciones ambientales que se presentan como elementos seleccionadores
(Haskell and Willis, 1968), por lo cual, las paredes han generado resistencia a



agentes quimicos- enzimaticos como los empleados en la hidrdlisis. Este proceso
es también utilizado para suavizar los éapices radiculares y de ese modo favorecer
el aplastado, que es muy usado antes de tincidn con orceina o carmin (Haskell and
Willis, 1968).

5. Tincion

Para la coloracién de los cromosomas es posible utilizar 4 tintes: Orceina acética,
Reactivo de Feulgen, Acetocarmin (Delgado et al., 2010) y DAPI (1,0 ng/I de 4',6-
diamidino-2-fenilindol). DAPI es una técnica de tincion con fluorescencia que en
estudios citolégicos permite visualizar secuencias de DNA repetitivas en el
genoma de una especie vegetal (Schmidt y Heslop-Harrison 1998). En estudios
cromosomales y cariotipicos de Alstromerias se usa con frecuencia Orceina
Acética o DAPI (Baeza et al., 2000, 2001, 2004, 2007).

6. Aplastado o Squash
Después del proceso de coloracion, se realiza un aplastado de la raicilla o brote
entre el porta y el cubreobjetos, para asi dispersar las células y los cromosomas
que se hacen visibles al encontrarse en un mismo plano (Delgado et al., 2010).

7. Observacion

La observacion microscopica dependera de la tincion usada. Si la tincion es con
orceina acética la observacién podrd realizarse bajo un microscopio Optico,
inicialmente a un aumento de 10X x 10X para buscar células contables, luego a un
aumento mayor 10X x 40X con el fin de seleccionar las mejores células y
finalmente con el objetivo de inmersion 10X x 100X para realizar el recuento
(Delgado et al., 2010). Si la observacion es con DAPI, debe realizarse bajo un
microscopio de iguales caracteristicas al del anterior, pero con rayos U.V. (Baeza et
al., 2006 y 2008), ambos microscopios equipados con una camara fotogréafica.

Aplicacion de los estudios citoldgicos

Uno de los mecanismos més exitosos en el reino Plantae ha sido la poliploidia como una via
significativa en la formacién de especies de plantas. La poliploidia, es la presencia de méas
de dos genomas por célula (Stebbins, 1950). La prevalencia de poliploides en plantas
probablemente refleja la ventaja evolutiva y ecoldgica de tener copias extras del gen
(Anssour et al., 2009). Al aumentar el nimero de copias del gen funcional y por lo tanto su
redundancia, permite acumular potencialmente nuevas mutaciones y funciones que podrian
mejorar la condicion fisica de la especie (Jiang et al., 1998). Por tanto, la poliploidia afecta a
las redes reguladoras de genes y de expresion (Pires et al., 2004; Schranz y Osborn, 2004),
lo que conduce a la variacion de dosificacion entre los rasgos fenotipicos
(proporcionalmente creciente) y/o a la aparicion de nuevos fenotipos que pueden contribuir
a la especiacion y la explotacion de nuevas zonas de nichos ecoldgicos (Donald, 2004). Los
poliploides a menudo ocupan diferentes habitats que sus progenitores diploides, y se ha
propuesto para ser colonizadores superiores de diploides (Stebbins, 1950). En comparacion
con sus progenitores, los ejemplerares poliploides pueden desarrollar diferentes
caracteristicas morfologicas, ecologicas citologicas, y fenotipos (Levin, 1983; Ramsey y
Schemske, 2002; Chen, 2007; Gaeta et al., 2007). Es por ello que el hombre ha utilizado la
poliploidia en mejora vegetal como un medio de obtener nuevos cultivos y/o para



intercambiar material genético entre especies relacionadas con el consiguiente incremento
de variabilidad (Martin et al., 1988).

Cada poliploidizacion se caracteriza por una inmediata amplificacion del numero de
cromosomas (Jaillon et al., 2009). Todos estos pasos son relativamente largos y sobre todo
debido a las pérdidas de genes diferenciales, facilitan la aparicion de una nueva especie.
Cada hibridacion entre sub-poblaciones con diferentes pérdidas de duplicados, es una
combinacién genética que puede conducir a la especiacion, pudiendo ser potencialmente
innovadora. Considerando que la ploidia y la reproduccion sexual permite una mezcla
genética entre cada generacién de una especie y entre cada individuo, favoreciendo la
aparicion de nuevas especies; la variabilidad genética, entonces, podria ser explotada entre
individuos, pero también entre los linajes emergentes que son todavia interfértiles (Jaillon et
al., 2009).

Por otro lado, la caracterizacion citologica de una especie de planta con potencial
ornamental constituye una valiosa contribucion hacia la proteccion de este recurso
biolégico, especialmente considerando busquedas intensivas para nuevos genotipos de
importancia ornamental. En paises de Europa utilizan especies chilenas en los programas de
mejora genética, pero si la informacion citoldgica basica no esta disponible, un mayor
desarrollo puede verse obstaculizado. Desde una perspectiva nacional, la falta de
informacidn biologica puede conducir a una negligencia de una especie en particular como
una parte valiosa del patrimonio natural de Chile, resultando en pérdidas de oportunidades
para la participacién en nuevos negocios (Baeza et al., 2010).

Estudios citologicos en alstroemeria

De los trabajos relacionados con estudios cromosémicos en especies de Alstroemerias (De
Jeu et al., 1997; Kamstra et al., 1997; Kuipers et al., 1997; Buitendijk et al., 1998; Kuipers
et al., 1998; Sanso y Hunziker, 1998; Kuipers et al., 2002; Sanso, 2002; Zhou et al., 2003;
Jara et al., 2004; Baeza et al., 2006 y 2007), se puede establecer que existe una gran
estabilidad en cuanto al namero de cromosomas diploides (2n=2x=16). De esta forma se
pueden reconocer los siguientes grupos de especies: A. graminea Phil., A. magnifica Herb.
(con un par de cromosomas metacéntricos en su cariotipo), A. andina Phil. var.. venustula
(Phil.) M. Mufoz, A. aurea Graham, A. angustifolia Herb. A. pelegrina L., A. philippii
Baker, (dos pares de cromosomas metacéntricos) y A. ligtu L. ssp. ligtu y A. ligtu L. ssp.
simsii (Sprengel) Bayer (tres pares de cromosomas metacentricos). Sus cariotipos son muy
similares en términos de tamafio relativo entre los cromosomas (Sanso et al., 2005).

Respecto a los cultivares de Alstroemeria, existen variedades diploides (2n= 2x =16)
(Tsuchiya et al.,1987), triploides (2n = 3x = 24) (Tsuchiya et al.,1987; Baeza et al., 2011 y
Bridgen, 2009) y tetraploides (2n = 4x = 48) (Baeza et al., 2011 y Bridgen, 2009) e
Hipertriploide (Tsuchiya et al.,1987), que se han originado a partir de la hibridacion
interespecifica (Ramanna et al., 2003).

Existen diferencias cariotipicas en diferentes ambientes entre especies brasilefias y chilenas.
Las alstroemerias chilenas crecen en regiones con largos periodos de sequia (Mufioz y
Moreira, 2003; Moreira, 2011). Las especies brasilefias en general, crecen en habitats mas
himedos y con menor estrés por sequia. Existen diferencias ecoldgicas entre especies del
género que se podrian haber representado, segun, Buitendijk et al., (1997) en los cariotipos



chileno y brasilefio. Es evidente que aunque los tamafios de cromosomas en alstroemeria
varian de especie a especie, son cariotipicamente muy similares en términos de tamafio
relativo entre cromosomas (Sanso, 2002). Similar opinion tienen Chacon et al., (2012), los
cariotipos en Alstroemeria son asimétricos (Stephens et al., 1993;. Buitendijk y Ramanna,
1996; Kamstra et al., 1997; Sanso y Hunziker, 1998; Sanso, 2002; Jara-Seguel et al., 2004;
Sanso et al., 2005; Baeza et al., 2006.; Baeza et al., 2010).

En ambientes distintos para una misma especie, existen diferencias cariotipicas. Un caso
especial lo constituye Alstroemeria hookeri que posee cuatro subespecies, de las cuales, la
subespecie tipo es endémica de las regiones del Maule y Bio Bio, cuya distribucion geogréfica
consiste en dos rangos separados por la Cordillera de la Costa, presentando diferencias entre el
cariotipo de las poblaciones costeras y del interior (Cajas et al., 2009, Baeza et al., 2010;
Baeza et al., 2007). Al parecer estas diferencias cariotipicas, sustentan los altos valores de
estructuracion poblacional encontrados en estas poblaciones dada por un escaso numero de
alelos y la presencia de alelos Unicos y que pudieran tener importancia selectiva frente a los
cambios ambientales, y que, acompafiadas por procesos microevolutivos, podrian dar paso a la
divergencia de dos linajes genéticamente distintos dentro de estas subespecies separadas por la
Cordillera de la Costa (Ruiz et al., 2010).

Otro ejemplo de diferencias cariotipicas dentro de una misma especie se observa en las
subespecies analizadas de A. presliana. Al comparar los tres primeros pares de cromosomas se
observan diferencias notables en cuanto a la morfologia, ya que el cromosoma 3 en la ssp.
presliana es metacéntrico y en la ssp. australis es telocéntrico (Baeza et al., 2008), similar
observacion tiene Cajas et al., (2009); indicando que dentro de subespecies, de igual niUmero
cromosOmico, que ocupan un area considerada como hotspot dentro de la flora chilena, la
variacion del cariotipo es importante no sélo por la variabilidad genética que ello representa,
sino porque es un importante rasgo micromorfologico para comprender la evolucion de la
especie. Esta variacion, en la asimetria de los cariotipos, estaria indicando translocacién de
segmentos cromosémicos y las diferencias en longitud total del cromosoma (LTC) entre
poblaciones de la misma especie con igual nUmero cromosdémico podrian indicar duplicacion o
delecion de segmentos (Shan et al., 2003).

Consideraciones finales

Es importante preguntarse el porqué ocurren estos cambios microevolutivos que ha ido
experimentado las especies de Alstroemeria. Existen tres importantes factores que responden
a la pregunta y que inciden sobre los niveles de diversidad genética y su distribucién en
poblaciones naturales de plantas, a saber:

v’ El sistema de reproduccion,

v Ladispersién de semillas y

v El aislamiento reproductivo entre poblaciones. (Hamrick & Godt 1989, 1996,

Hamrick & Nason 1996).

Estos tres factores en conjunto juegan un rol fundamental en los valores de variabilidad
genética y estructuracion poblacional (Ruiz, et al., 2010).



Respecto del primer factor, las alstroemerias tienen un modo de reproduccién cruzada
asistida por insectos (Cavieres et al., 1998, Botto-Mahan & Ojeda-Camacho 2000, Suérez et
al. 2009). Esto haria esperable una alta variabilidad intrapoblacional y baja variabilidad
entre poblaciones (Hamrick & Godt 1996). Por otro lado, cuando hay autocompatibilidad y
reproduccion vegetativa, la situacion es contraria, esperandose una baja variabilidad
intrapoblacional y altos niveles de variabilidad interpoblacional (Hamrick & Godt 1996). Se
ha documentado que la mayoria de las especies de Alstroemeria son parcial o
completamente autocompatibles (Rougier 2005), y se reproducen vegetativamente a través
de rizomas. De esta forma se favoreceria una baja diversidad genética intrapoblacional y alta
variabilidad entre poblaciones. Sin embargo, la autocompatibilidad no significa
necesariamente que exista autopolinizacién, de hecho también se ha descrito que la
protandria ocurre en el género, lo que resultaria clave para disminuir la autofertilizacion
(Ruiz et al., 2010).

En relacion al segundo factor, todas las especies de alstroemeria diseminan sus semillas por
balacoria (gravedad) de la cépsula (Rougier 2005), lo que indica que la dispersion de las
semillas es relativamente restringida, si se compara con procesos de dispersion asistida por
viento o animales (Ruiz et al., 2010); y para el tercer factor, la separacion espacial entre las
poblaciones, hace que el flujo génico entre ellas se vea muy afectado dependiendo de la
capacidad de vuelo de los polinizadores (Ruiz et al., 2010).

No obstante, un aspecto importante a considerar es que la variabilidad genética entre las
poblaciones no es explicada por la distancia geografica, sino que esta altamente influenciada
por el sistema de reproduccién cruzada, probablemente con autofertilizacién ocasional,
reproduccion vegetativa a través de rizomas y baja capacidad de diseminacion de polen y
dispersion de semillas (Ruiz et al., 2010).

Por lo anterior, los estudios citol6gicos son indispensables para lograr una clasificacion que
refleje relaciones evolutivas en las diferentes especies, lo que permite una adecuada
evaluacion de la biodiversidad de regiones particulares y por lo tanto, facilita dilucidar el
origen de la flora y comprender la estructura y dindmica actual de la vegetacion; ya que
establecer el nivel de ploidia de una especie, o encontrar cambios en él, puede ayudar a
entender mejor la variabilidad morfologica de un taxén determinado (Baeza et al, 2007; Van
den Houwe et al, 1995).

Y aunque todos los estudios realizados en ploidia de alstromeria silvestre indican que es una
especie diploide, segun Tsuchiya et al., (1987), el hibrido comercial de alstroemeria primero
fue un diploide hibrido interespecifico, que dio lugar a cultivares poliploides que se
originaron espontaneamente en invernaderos (Goemans, 1962).

Esta tendencia a la poliploidizacion espontanea parece ser un fendmeno comudn en
alstroemeria y ha contribuido sustancialmente al desarrollo de variedades comerciales
(Ramanna, 1991). No obstante, no se ha registrado eventos de poliploidizacién en especies
silvestres, aungque existen observaciones preliminares en terreno que muestran diferencias
morfologicas y de tamafio —caracteristica de la poliploidia- entre las poblaciones costeras y
las del interior, para A. hookeri ssp. hookeri, especificamente en los caracteres florales (C.
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Baeza, comunicacion personal) y habiéndose documentado diferencias entre el cariotipo de
las poblaciones costeras y del interior (Cajas et al., 2009, Baeza et al., 2010); por lo cual
podria existir poliploidia en especies silvestres de alstroemeria y en otras Amaryllidaceae
(Garcia et al., 2014).
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ESTUDIO CROMOSOMICO EN ESPECIES SILVESTRES Y VARIEDADES
COMERCIALES DE ALSTROEMERIAS

RESUMEN

Las especies silvestres de alstroemeria se encuentran mayoritariamente distribuidas en Chile
y Brasil siendo principalmente diploides (2n=2x=16). En esta tesis se realizo el estudio del
conteo de cromosomas Yy cariotipado en tres especies silvestres: Alstroemeria spathulatta,
pelegrina y psittacina, Yy dos variedades: Sweet Laura y Snow White; para determinar
diferencias en su cariotipo. Producto que en alstroemeria los estudios citoldgicos se basan en
protocolos generalizados, se busco optimizar una metodologia de obtencidn de cromosomas
a partir de puntos meristematicos. Se analizaron raicillas y brotes de plantas en invernadero.
Se usaron dos inhibidores mitoticos: 8-HQ (2mM) y colchicina 0,05%, en hidrdlisis acida
dos concentraciones de HCI, y diversos tiempos de inmersion en agua destilada para
provocar la hipotonia. Se analiz6 la época de recoleccién y la procedencia del meristema a
estudiar. Los mejores resultados para la obtencién de placas metafésicas se obtuvieron con
colchicina al 0,05%, HCI a 1N y; al menos tres dias de remojo en agua destilada. Las
variedades comerciales Sweet Laura y Snow White presentaron 16 y 24 cromosomas
respectivamente, en tanto entre las especies silvestres, Alstroemeria spathulatta y pelegrina
mostraron 16 cromosomas, mientras que psittacina 18. No se observé poliploidizacion, sin
embargo variabilidad cariotipica entre las especies analizadas.

Palabras Claves: Bomarea, cariotipo, ploidia, protocolo, meristema.
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CHROMOSOMIC STUDY OF WILD SPECIES AND COMMERCIAL VARIETIES
OF ALSTROEMERIAS

ABSTRACT

Wild species of alstroemerias are distributed mostly in Chile and Brazil, mainly being diploids
(2n=2x=16). In this study chromosome counting and karyotyping was performed in three wild
species: Alstroemeria spathulatta, pelegrina and psittacina, and two varieties: Sweet Laura and
Snow White, to determine differences in ploidy and/or in its karyotype. Due to cytology
alstroemeria studies are based on generalized protocols, sought to optimize a methodology for
obtaining chromosomes from meristematic points. Rootlets and shoots of greenhouse plants
were analyzed. Two mitotic inhibitors were used, 8-HQ (2 mM ) and colchicine 0.05%, acid
hydrolysis in two concentrations of HCI, and various immersion times in distilled water were
tested to cause hypotonia. The harvest season and the origin of the meristems was considered in
the study. The best results were obtained with 0.05% colchicine and 1N HCI, and at least three
days soaking in distilled water. The commercial varieties Sweet Laura and Snow White showed
16 and 24 chromosomes respectively, meanwhile among the wild species, Alstroemeria
spathulatta and pelegrina showed 16 chromosomes, and A. psittacina 18. No polyploidization
was observed, however there was karyotypic variability among species.

KEYWORD: Bomarea, karyotype, ploidy, protocol, meristem.
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INTRODUCCION

Alstroemeria, "lirio del Perd” o "lirio de los Incas”, es un género de Sudamérica con
alrededor de 120 especies distribuidas desde Venezuela hasta Chile y Argentina, siendo
Chile y Brasil los principales centros de biodiversidad (Mufioz y Moreira, 2003). Es uno de
los géneros mas diversificados y numerosos de la flora vascular chilena, lo que se traduce en
una amplia variabilidad morfologica y floristica (Mufioz y Moreira, 2003). Es por ello, que
las especies de alstroemeria han adquirido relevancia mundial como plantas ornamentales de
corte y de maceta, dado a la amplia variedad de colores y larga vida de postcosecha de sus
flores; lo llamativo del perigonio y su resistencia al frio (Bridgen et al., 2009); lo que ha
despertado gran interés en la variabilidad morfoldgica de las flores y la variabilidad genética
en especies con potencial valor economico (Ruiz et al., 2010). El estudio citolégico es
fundamental, ademas, para la obtencion de nuevos genotipos con valor econémico (Cajas et
al., 2009), permitiendo evaluar compatibilidad gamética que podrian presentar las especies
silvestres y las variedades comerciales, en funcion de sus diferencias cromosomicas
(Bridgen et al., 2009).

Los cromosomas de las especies silvestres de alstroemeria son diploides (2n = 16) (De Jeu et
al., 1997; Kamstra et al., 1997; Kuipers et al., 1997; Buitendijk et al., 1998). No obstante,
varias especies de Alstroemeria se han formando a partir de complejos de diversas
subespecies o variedades que podrian tener un nimero distinto de cromosomas (Ruiz et al.,
2010).

El conteo de cromosomas permite establecer el nivel de ploidia preciso de una especie
(Baeza et al., 2007), en donde un estudio cariotipico permite ordenar los cromosomas por su
forma y tamafio y ayuda a conocer posibles variaciones entre especies relacionadas
permitiendo la evaluacion de la biodiversidad y por lo tanto, se utiliza como una herramienta
mas para dilucidar las relaciones entre especies y comprender la estructura y dinamica actual
de la vegetacion (Arroyo et al., 1993). EIl numero de cromosomas 2n de una especie
corresponde a la moda de los nimeros de cromosomas contados al analizar distintas placas
metafésicas de uno o varios individuos representativos de la especie o cepa (Spotorno,
1991).

La caracterizacion cromosomica realizada en especies de alstroemerias se ha basado
principalmente en el analisis de cromosomas metafasicos, como se observa en los trabajos
de Baeza et al. (2006, 2007 y 2008). Dado que los estudios citologicos en la mayoria de las
plantas se basan en la aplicacion de protocolos generalizados y dependiendo sobre qué tipo
de tejido meristematico se utilizara en el estudio, se toman decisiones respecto del método
méas adecuado para visualizar los cromosomas (Pereira et al., 2013). En Alstroemeria,
autores usaron raicillas de plantas como lo indica Baeza et al., (2006, 2007 y 2008) o
raicillas de semillas germinadas (Jara et al., 2004), no obstante, no hay estudios sobre otro
tipo de tejido, brotes por ejemplo. La metodologia ha planteado numerosas dificultades tanto
para el establecimiento de los nimeros cromosémicos como para la confeccion de los
cariotipos. La escasa respuesta que generalmente se obtiene al evaluar los protocolos
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depende principalmente del tipo de agente mitogénico (inhibidores mitéticos) que se utiliza
para despolimerizar los microtubulos (Rodriguez y Seijo, 2001). Otro inconveniente es
lograr la degradacion de la pared celular, la unién de las pectinas celulares, que la muestra
tenga una sola capa celular (Valladolid et al., 2004) y que el nivel hipotonico celular sea el
adecuado para que los cromosomas se visualicen separadamente (Lacadena, 1996).

Por lo anterior, es importante realizar estudios carioldégicos que nos permita determinar
cambios entre especies del genero Alstroemeria. Ademas, las especies chilenas que
presenten potencial ornamental y comercial cuyo cariotipo ain no esté estudiado y, que al
determinarlo se contribuye a su proteccion, ya que la falta de informacion biologica nacional
en estas especies como parte valiosa del patrimonio natural, deriva en pérdidas de
oportunidades para la participacién en nuevos negocios. Ademas, es necesario realizar el
ajuste de un protocolo para visualizacion de placas metafasicas que facilite futuros estudios
citologicos en plantas de esta especie.
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HIPOTESIS

Existe variabilidad cromosomica entre individuos silvestres y variedades comerciales de
alstroemerias.

OBJETIVOS

Objetivo General

Estudiar el cariotipo en especies silvestres y variedades comerciales de alstroemerias, para
determinar si existen diferencias en la ploidia y/o en su cariotipo.

Objetivos Especificos

e Optimizar un protocolo de obtencion de cromosomas metafasicos a partir de tejidos
meristematicos de Alstroemeria.

e Determinacion del nUmero cromosomico en tres especies silvestres y dos variedades
comerciales de alstroemerias.

e Estudiar y comparar el cariotipo en especies silvestres y variedades comerciales de
alstroemerias.
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MATERIALES Y METODOS

Material Vegetal

Se utilizaron tres accesiones de alstroemerias silvestres del banco de alstroemerias de la
Universidad de Chile. A. psittacina, originaria del sureste de Brasil, A. pelegrina y A.
spathulata, originarias de Chile y colectadas desde Los Vilos (Provincia de Choapa de la
Regién de Coquimbo) y Farellones (Provincia de Santiago, region Metropolitana)
respectivamente. También se utilizaron dos accesiones de alstroemerias comerciales
mantenidas bajo condiciones de invernadero, Sweet Laura y Snow White (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Raicillas o brotes obtenidos de plantas de Alstroemeria de invernaderos.

Genotipos Invernaderos Origen

Especie silvestre chilena: Rizomas colectados desde Farellones

A. spathulata Fac. Cs Agronomicas Univ. de Chile $ 33°20.804. W.070°18.207. Diploide 2n=16 (Baeza et al., 2007).
. - . . Especie silvestre chilena: Semillas colectadas desde los Vilos
A. pelegrina Fac. Cs Agronomicas Univ. de Chile $31°53.088° W.071°30. 193", Diploide 2n=16. (Baeza et al., 2007).
. - : . Especie silvestre brasilefa:
A. psittacina Fac. Cs Agrondmicas Univ. de Chile Diploide 2n=16. (Hunziker 1998),
- Fac. Agronomia Pontificia  Univ. Variedad: Parentales: A. Aurea, usada como hembra. A.
A. var. Sweet Al
Laura Catolica caryophyllaea, usada como macho.
Fac. Cs Agronémicas Univ. de Chile Diploide 2n=16 (Bridgen et al., 1997).
O\l.hi tevar. Snow Fac. Cs Agronémicas Univ. de Chile Variedad: Parentales y ploidia desconocidas

* Se obtuvieron 3 plantas desde la Pontificia Universidad Catolica y 2 desde la Universidad de Chile.
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Figura 1. Flores de alstroemeria. Fig 1.1 A. spathulata, 1.2 A. pelegrina., 1.3 A. psittacina, 1.4
A.var. Sweet Lauray 1.5 A. var. Snow White.
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Metodologia

Este es un estudio descriptivo, el que no tiene un disefio experimental clasico. Se analizaron
meristemas de 5 individuos de cada especie silvestre y variedad comercial para confirmar
sus respectivas cantidades de cromosomas. Considerandose de esta manera 5 repeticiones y
siendo cada individuo la unidad experimental.

Al comienzo se usaron, plantas de Alstroemeria psittacina hasta optimizar el protocolo para
la visualizacién de cromosomas.

Optimizacion de protocolo de cromosomas metafasicos

Se colectaron puntas de raicillas y brote de 1-2 cm de longitud. Las raicillas se colectaron
durante los afios 2012 a 2014. Los brotes se colectaron durante la primavera del 2014. Las
muestras se obtuvieron entre las 10:00 y 12:00 h para asegurar una mayor actividad
mitdtica (Pereira et al., 2013).

La temperatura ambiental usada en las distintas condiciones experimentales oscilé entre 15 y
22°C, de acuerdo a las estaciones del afio.

Para la obtencién de placas mitéticas las raices y brotes se sometieron a diversas
condiciones experimentales en el protocolo. Se utilizaron dos tipos de inhibidores mitoticos,
con dos temperaturas y cinco tiempos de inmersion, como se detalla en Cuadro 2.

Cuadro 2. Condiciones utilizadas para lograr la visualizacion de cromosomas metafasicos.

Inhibidores mitéticos Temperaturas (°C) Tiempos (horas)
- inali 4°C
8-hidroxiquinolina (2mM)
(Baeza et al., 2007) 15°C a 22°C (ambiente) 6,7,12,14,16y 18
" 4°C
Colchicina 0,05%
(Jara et al., 2004). 15°C a 22°C (ambiente) 6,7,12,14,16y 18

Posteriormente, este material fue fijado en etanol: &cido acético (3:1) por 24 horas (Baeza et
al., 2008) a 4°C.

Luego, se realizo una hidrolisis acida con HCI para eliminar la pared celular con 2 tipos de
concentraciones, a 5 temperaturas y 6 tiempos distintos que se detallan en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Condiciones de temperaturas y tiempos utilizados para la hidrolisis acida.

Hidrdlisis acida

(concentracion) Temperaturas (°C) Tiempos (minutos)
|(_|B(;Ie(z):;15el:| al., 2007) 42, 45, 47,50, 55 20, 25, 30, 35,40y 45
HCI 1N 42, 45, 47,50, 55 20, 25, 30, 35,40y 45

Para eliminar los restos del acido, se realizaron tres enjuagues en agua destilada, de acuerdo
a Baeza et al., (2007).

Posteriormente, se evaluaron cinco tiempos de remojo en agua destilada 0, 3, 5, 8 y 14 dias,
a temperatura ambiente para favorecer hipotonia celular y la separacién de los cromosomas.

Las raicillas o brotes ya tratados previamente, se colocaron en un portaobjeto en donde se
premaceraron con una aguja y luego se tifieron con dos gotas de orceina acética al 1%.
Posteriormente se coloco, sobre él, un cubreobjeto el que se dejé reposando 20 minutos y
luego se procedié al aplastado del tejido meristeméatico. Los bordes del cubre objeto son
sellados con esmalte de ufias incoloro para evitar la oxigenacion de la muestra y prolongar
su humectacion en el tiempo.

Determinacion del nimero cromosdmico en tres especies silvestres y dos variedades
comerciales de alstroemeria

Obtenidos los cromosomas se procedio a la revision y busqueda de placas metafasicas en un
microscopio de campo claro (ZEISS modelo ZEN 2011). Posteriormente las mejores placas
metafasicas y de morfologia cromosémica nitida fueron fotografiadas con camara digital
axiovision SE64 Rel 4.8.3-drivers incluida en el microscopio ZEISS modelo ZEN 2011
PrimoStar. Posteriormente, obtenidas las iméagenes, se procedio a contar los cromosomas.

Estudio y comparacion del cariotipo de especies silvestres y variedades comerciales de
alstroemeria

Para la clasificacion de la morfologia cromosémica y la confeccién del cariotipo, se procedi6 a
medir los brazos cromosdémicos en las mejores placas metafasicas obtenidas de los cinco
individuos (5 plantas de cada especie o variedad). Posteriormente se estimd el indice
centromerico (IC) segun Levan (1964), para lo cual se utiliz6 el programa MicroMeasure
version 3.3 (Reeves and Tear, 2000).
IC = %
pP+q

En esta formula, p equivale a la longitud del brazo largo y g equivale a la longitud del brazo
corto de cada cromosoma. Sobre la base de este indice, se clasificaron los cromosomas en
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metacéntricos, sub-metacéntricos, sub-telocentricos y telocentricos, tal como se muestra en el
Cuadro 4.

Cuadro 4. Clasificacion cromosomica segun el indice centromérico. (Levan et al., 1964).

Nomenclatura Descripcion de indice Centromérico
Morfologia
M Metacéntrico 50
m metacéntrico 499-375
sm submetacéntrico 37,4-25,0
st subtelocéntrico 249-125
t telocéntrico 124-0,5

T Telocéntrico 0,0
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RESULTADOS

Optimizacion de protocolo de cromosomas metafasicos

A continuacion se presentan los cuadros 5, 6 y 7 que muestran los resultados obtenidos con
las condiciones de los inhibidores mitéticos, hidrolisis acida y tiempos de remojo o
hipotonia, respectivamente. Estas distintas condiciones se utilizaron de igual forma, tanto
para brotes como para raicillas.

Cuadro 5. Condiciones analizadas con inhibidores mitéticos.

Inhibidores Mitéticos (Horas)

Temperatura 8-h|drOX|qg:Tr]u|3/llma (8-HQ) Colchicina 0,05%
6 7 12 14 16 18 6 7 12 14 16 18
4°C - - - - - _ - _ _ _ _ -
*Ambiental - - - - - - + + + + + -

(+) Resultados positivos (visualizacion de cromosomas). (-) Resultados negativos (sin
visualizacion de cromosomas). * Temperatura ambiental vari6 entre 15 a 22°C.

Cuadro 6. Condiciones analizadas en la hidrélisis acida.

Tiempo de Acido clorhidrico (HCI) (Temperatura en °C)

coc_cién en HCla0,5N HCl a 1IN
minutos 42 45 47 50 55 42 45 47 50 55

20 - - - - - - - - -
25 -
30 -
35 - R R - - - - - -
40 - R R - - - - R -
45 - - - - - - - . R -

. - - - - . - B
B

O 0 0

(R o B) Condiciéon que logro eliminar la pared celular en R=raicilla 0 B=brote; y (-)
condicion negativo: con pared celular.
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Cuadro 7.- Condiciones de tiempos de remojo en agua destilada del material vegetal.
Remojo en agua destilada (dias)

Raicillas Brotes
0 3 5 8 14 0 3 5 8 14
-+ 4+ + o+ - + + + +

(+) Visualizacién de cromosomas separados. (-) Visualizacion de cromosomas aglomerados.
Estos remojos fueron a temperatura ambiental (15 a 22°C).

Inicialmente se utiliz6 Alstroemeria psittacina como planta modelo, en la Figura 2 se
muestran imagenes de placas metafasicas obtenidas de A. psittacina tanto en raicillas, como

en brote.
é' | .
. . =
- ; 5,
,.43: ;f‘ ) | . J

| Fig.2.1 7 . @.2.2 " o

Figura 2. Placas metafasicas de Alstroemeria psittacina. 2.1. Raicillas. Colchicina a 0,05%
por 14 horas. Fijacién mit6tica en etanol: acido acético (3:1) por 24 horas a 4°C. HCI
1N a 45°C por 40 minutos, tres enjuagues Yy 3 dias de remojo en agua destilada. Material
colectado el 12 de junio de 2014. Fig. 2.2. Brotes. Colchicina a 0,05% por 14 horas.
Fijacion mitotica en etanol: acido acético (3:1) por 24 horas a 4°C. HCI 1N a 55°C por
30 minutos, tres enjuagues y 3 dias de remojo en agua destilada. Coleccion el 7 de
octubre de 2014.

En el Cuadro 8 se detallan las condiciones con las que se logré ver cromosomas para todas
las especies silvestres y variedades estudiadas. Para los casos de A. pelegrina, no hubo
resultados en raicillas y en A. spathulata, no hubo resultados en brotes. Todo lo anterior,
complementado con las figuras 4,5, 6, 7y 8.
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Cuadro 8.- Resumen de los mejores protocolos obtenidos para visualizar placas metafasica
en especies silvestres y variedades de Alstroemeria.

Tiempo en Tiempo
_ . B horas en HCI (Temperatura *Tiempo) éh agua
Genotipo Tejido Coleccion Colchicina destilada
0,05% aT® a
amb. 0,5N IN T° amb.
A.spathulata ~ Brote NO
Raicilla 12.06.2014 12 45°C* 35 min. 3
A pelegrina _ Brote 07.10.2014 16 55°C*25 min. 5
Raicilla NO
A. psittacina Brc_)t(_a 07.10.2014 14 _ 55°C*25 min. 3
) Raicilla 12.06.2014 14 45°C* 30 min. 5
A. var. Sweet Brote 07.10.2014 14 55°C*25min 8
Laura Raicilla 26.08.2014 16 50°C*45 min. 14
A. var. Snow Brote 07.10.2014 16 55°C*25 min. 8
White Raicilla 29.07.2014 16 50°C*45 min. 14

*Desde los 15 a 22°C oscil6 la temperatura ambiental.

_

—

10 pm

Figura 3. Placa metafasica de Alstroemeria variedad Sweet Laura. Corresponde a
cromosomas obtenidos a partir de raicillas, coleccion el 26 de agosto de 2014. Colchicina
a 0,05% por 16 horas. HCI 1N a 50°C por 45 minutos y 14 dias de remojo en agua

destilada.



Figura 4. Placa metafasica de Alstroemeria variedad Snow White. Fig. 4.1 y 4.2,
corresponden a cromosomas obtenidos a partir de raicillas, coleccion el 29 de julio
de 2014. Colchicina a 0,05% por 16 horas. HCI 1N a 50°C por 45 minutos y 14 dias
de remojo en agua destilada. La fig. 4.3, corresponde a cromosomas obtenidos a
partir de brotes colectados el 7 de octubre de 2014. Colchicina a 0,05% por 16 horas.
HCI 1N a 55°C por 25 minutos y 8 dias de remojo en agua destilada



33

Figura 5. Placa metafasica de Alstroemeria spathulata. Figuras 5.1 y 5.2 corresponden a
cromosomas obtenidos a partir de raicillas, coleccion el 12 de junio de 2014.
Colchicina a 0,05% por 12 horas. HCI 0,5N a 45°C por 35 minutos y 3 dias de remojo
en agua destilada.

Figura 6. Placa metafésica de Alstroemeria pelegrina. Cromosomas obtenidos a partir de
brotes, coleccion el 7 de octubre de 2014. Colchicina a 0,05% por 16 horas. HCI 1N a
55°C por 25 minutos y 5 dias de remojo en agua destilada.
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Figura 7. Placa metafasica de Alstroemeria psittacina. Figuras 7.1 y 7.2 corresponden a
cromosomas obtenidos a partir de raicillas, coleccion el 12 de junio de 2014. Colchicina
a 0,05% por 14 horas. HCI 0,5N a 45°C por 30 minutos y 5 dias de remojo en agua
destilada.

Se observo, segun Cuadro 8, que durante la época de invierno, la raicilla fue mas idonea
como tejido con actividad mitdtica, en cambio el brote fue mejor candidato en primavera.

La colchicina a una concentracion de 0,05% fue el inhibidor mit6tico que permitio visualizar
cromosomas en los pretratamientos, siempre que estuviera a temperatura ambiente (15 a
22°C). No obstante, a mayor temperatura ambiental los cromosomas se mostraron
aglomerados y bastante acortados.

Por otro lado, la hidrolisis acida con HCI a una concentracién de 1N fue la formula que
permitio eliminar la pared celular de los meristemas. En cuanto a la coccidn, tanto la raicilla
como el brote requirieron similares temperaturas, la diferencia estuvo en el tiempo. La
raicilla presentaba ausencia de pared celular a los 45 minutos, en cambio el brote a los 25
minutos.

Finalmente, el grado de hipotonia celular se logro a los 14 dias de remojo en agua destilada
con temperaturas ambientales cercanas a 15°C, resultando este proceso mas rapido a
temperaturas cercana a los 22°C (de 3 a 8 dias).

Por lo tanto, en base a todos los ensayos realizados, se deduce que el protocolo con el que es
posible ver cromosomas en todas las especies es el siguiente:

1. Utilizar apices de raices o brotes de 1-2 cm de longitud, obtenidos a partir de plantas
cultivadas en maceta. Colectar los brotes en primavera y las raicillas en otofio-
invierno.

2. En el pretratamiento, inhibir la mitosis con colchicina al 0,05% desde 7 a 16 hrs a
temperatura ambiente (15° a 22°C). Si la temperatura ambiental es alta (cercana a
20°C), reducir el tiempo del meristemo en el reactivo a 7 horas, para evitar la sobre
condensacion y sobre posicién de los cromosomas. Si la temperatura es baja (cercanas
a 15°C) mantener el meristemo en el reactivo de 12 a 16 horas.
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3. Realizar fijacion en etanol / &cido acético (3:1) por al menos 24 horas a 4°C. Lo
anterior ayuda a inhibir toda actividad vital del material vegetal.

4. Para eliminar la pared celular, realizar una hidrélisis acida con HCI 1N durante 40 a 45
min desde a 50°C en raicillas, y durante 25 a 30 minutos a 55°C en brotes.

5. Lavar el material con agua destilada tres veces para eliminar el exceso de HCI. Con el
fin de que la muestra logre hipotonia dejar remojando en agua destilada de 3 a 14 dias
en un frasco de vidrio a temperatura ambiente (15 a 22°C). A altas temperaturas
(alrededor de los 20°C), se requieren menos dias de remojo (3 a 5). A bajas
temperaturas, mas dias.

6. Premacerado, con aguja. Esto implica deslizar una aguja sobre el brote o la caliptray a
lo largo de la raicilla o brote, a modo de hacer mas facil la obtencion de una sola capa
celular en el aplastado.

7. Finalmente, para la tincion realizar el aplastado de la punta de la raiz o brote foliar en
una gota de orceina acética al 1%, dejar reposar unos 20 minutos, para luego poner el
cubre objeto y realizar el aplastado enérgicamente. Sellar los bordes con esmalte de
ufia, para mantener hidratada la muestra por mas tiempo.

Determinacion del nimero cromosémico en especies silvestres y variedades
comerciales de alstroemeria

De los 5 individuos de la variedad Sweet Laura analizados, se obtuvo placas metafasicas
solo en 2. El conteo de cromosomas por placa metafasica revela un nimero modal de 16
cromosomas presentes en un 70% de las placas analizadas, como se observa en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Numero de placas metafasicas de Alstroemeria var. Sweet Laura de cada

individuo evaluado en cada rango cromosomal.

Rango 12 14 15 16 Total
Cromosomal

Individuo 1 0 1 1 4 6
Individuo 2 0 0 1 3 4
Total 0 1 2 7 10

De los 5 individuos de la variedad Snow White analizados, se obtuvo placas metafasicas
solo en 3. El conteo de cromosomas por placa metafasica presenta un nimero modal de 24
cromosomas en un 75% de las placas analizadas, como se presenta en el Cuadro 10.
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Cuadro 10. Namero de placas metafasicas de Alstroemeria var. Snow White de cada
individuo evaluado en cada rango cromosomal.

Rango 20 22 23 24 Total
Cromosomal

Individuo 1 0 0 1 2 3
Individuo 2 0 0 1 2 3
Individuo 3 0 0 0 2 2
Total 0 0 2 6 8

De los 5 individuos para Alstroemeria spathulata analizados, se obtuvo placas metafésicas
solo en 3. El conteo de cromosomas por placa metafasica presenta un nimero modal de 16
cromosomas en un 66, 67% de las placas analizadas, como se presenta en el Cuadro 11.

Cuadro 11. Namero de placas metafésicas de Alstroemeria spathulata de cada individuo
evaluado en cada rango cromosomal.

Rango 12 14 15 16 Total
Cromosomal

Individuo 1 0 1 0 3 4
Individuo 2 0 0 0 1 1
Individuo 3 0 0 1 0 1
Total 0 1 1 4 6

De los 5 individuos para Alstroemeria pelegrina analizados, se obtuvo placas metafésicas
solo en 2. El conteo de cromosomas por placa metafasica presenta un nimero modal de 16
cromosomas en un 77,78% de las placas analizadas, como se presenta en el Cuadro 12,

Cuadrol2. Numero de placas metafasicas de Alstroemeria pelegrina de cada individuo
evaluado en cada rango cromosomal.

Rango 12 14 15 16 Total
Cromosomal

Individuo 1 0 0 1 3 4
Individuo 2 0 0 1 4 5
Total 0 0 2 7 9

El conteo de cromosomas por placa metafasica de Alstroemeria psittacina (Cuadro 13)
revela un nimero modal de 18 cromosomas presente en un 83,3% del total de placas
analizadas.
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Cuadro 13. NUmero de placas metafasicas de Alstroemeria psittacina de cada individuo
evaluado en cada rango cromosomal.

Rango 12 15 16 18 Total
Cromosomal

Individuo 1 0 0 2 5 7
Individuo 2 0 0 2 6 8
Individuo 3 0 0 0 4 4
Individuo 4 0 0 0 2 2
Individuo 5 0 0 0 3 3
Total 0 0 4 20 24
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Estudio y comparacion del cariotipo en especies silvestres y variedades comerciales de
alstroemeria

Montaje de cariotipo

De las dos variedades y tres especies silvestres estudiadas, se ordend su cariotipo de acuerdo
al largo de sus cromosomas, excepto en la variedad Sweet Laura que no presentd placas
metafasicas lo suficientemente claras como para establecer su cariotipo.

La variedad Snow White presentd un namero diploide de 24 cromosomas (2n=2x=24). Cuya

férmula cromosomica es la siguiente: 10m + 4sm + 4st + 2st-t+ 4t. En la Figura 8 se muestra
el cariotipo ordenado de esta variedad.

5§ \) 80 ¢¢ o
3 4 5
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10 pm

Figura 8. Cariotipo de Alstroemeria var. Snow White. M=metacéntrico, m=metacéntrico,
sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico, t=telocéntrico, T=telocéntrico.
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En el caso de Alstroemeria spathulata, sus analisis cariotipicos demostraron que esta especie
tiene un ndmero diploide de 2n=2x=16 cromosomas. La férmula de su composicion
cariotipica es la siguiente: 6m + 2m-sm + 4sm+ 2st-t+ 2t (Figura 9).

U TRIRY

m m sm st-t
5 6 7 8
m m-sm t sm
10 ym

Figura 9. Cariotipo de Alstroemeria spathulata. M=metacéntrico, m=metacéntrico,
sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico, t=telocéntrico, T=telocéntrico.
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El analisis cariotipicos de Alstroemeria pelegrina mostro que esta especie posee un numero
diploide de 2n=2x=16 cromosomas, cuya composicion cariotipica es la siguiente:
10m + 2sm + 2st + 2t (Figura 10).

L [ TRY

m m st

5 6 7 8

10 pm

Figura 10. Cariotipo de Alstroemeria pelegrina.
M=metacéntrico, m=metacéntrico, sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico,
t=telocéntrico, T=telocéntrico.
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Al estudiar el cariotipo de Alstroemeria psittacina, sus andlisis demostraron que es nimero
diploide de 2n=2x=18 cromosomas. La férmula cariotipica es la siguiente:
2m+ 2m-sm+ 2sm+ 6st+ 2st-t+ 4T (Figura 11).

(W IR{ETRY

st sm t st t
6 7 R o]
m st m-sm st-t
10 ym

Figura 11. Cariotipo de Alstroemeria psittacina. M=metacéntrico, m=metacéntrico,
sm=submetacéntrico, st=subtelocéntrico, t=telocéntrico, T=telocéntrico.
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Considerando que cada especie y variedad tienen un cariotipo en particular; al comparar los
cariotipos entre los distintos genotipos, tal como aparece en el Cuadro 14 tenemos que la
variedad Snow White respecto a la comparacion de su cariotipo:

Con A. spathulata; son iguales en dos pares submetacéntricos (sm) y en un par
subtelocéntrico-telocéntrico (st-t). Con A. pelegrina; son iguales en cinco pares
metacéntricos (m). Con A. psittacina; son iguales en el par subtelocéntrico-telocéntrico (st-t)
y en dos pares telocéntricos (t).

Respecto a la comparacion del cariotipo de A. spathulata, tenemos que:

Con A. pelegrina; son iguales en un par telocéntrico (t). Con A. psittacina; son iguales en un
par metacéntrico-submetacéntrico (m-sm).

Respecto a la comparacion del cariotipo de A. pelegrina, tenemos que:
Con A. psittacina; son iguales en un par submetacéntrico (sm).

Cuadro 14.- Comparacion cariotipica de las variedades y especies silvestres.

NO

Genotipo bézzi)co I\FI)iI\(/)eizldic;I: Formula Cariotipica
A. var. Snow White n=12 2n=2x=24  10m +4sm + 4st+ 2st-t + 4t
A. spathulata n=8 2n=2x=16 6m+  2m-sm + 4sm + 2st-t + 2t
A. pelegrina n=8 2n=2x=16  10m +2sm + 2st + 2t

A. psittacina n=9 2n=2x=18 2m+ 2m-sm +2sm+ 6st +2st-t + 4t
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DISCUSION

Optimizacion de protocolo de obtencién de cromosomas metafasicos

Para el éxito en la optimizacion del protocolo, uno de los problemas primarios fue obtener
meristemas con la suficiente actividad mitética para la visualizacion de cromosomas. Al
parecer no solo un tipo de material vegetal sirve para los estudios citoldgicos en
alstroemerias; sino que éstos pueden variar segun la época del afio en que se colecten.
Durante la primavera, es preferible analizar meristemos de brotes y en invierno de raicillas.
Estando en invernadero y en condiciones éptimas, las raices pueden crecer durante todo el
afio y los meristemas apicales del brote crecen rapidamente en primavera, entran en un
crecimiento lento en verano y luego inician latencia en otofio y en invierno (Taiz and Zeiger,
2006). Segun Wagstaff et al. (2001), los genotipos comerciales bajo condiciones de
invernadero pueden presentar habito de permanente floracion, observandose en la variedad
Sweet Laura, no asi para 'Snow White' que floreci6 entre octubre y noviembre. En cuanto a los
genotipos silvestres chilenos, tienen floracion entre octubre y noviembre para el caso de la
A. pelegrina y diciembre a febrero para A. spathulata (Mufioz y Moreira 2003); lo anterior
también se observo en condiciones de invernadero. La especie A. psittacina, siendo un
genotipo silvestre brasilefio, presento floracion en la misma época que las chilenas. Por lo
tanto y segun lo sefialado por Taiz and Zeiger (2006), podria existir mayor actividad
mitotica en raicillas para la época de otofio e invierno y esta podria reducirse levemente en
primavera y verano por la translocacion de metabolitos desde raiz a tallo donde estos
ultimos concentrarian mayor actividad en brotes.

Otro inconveniente por resolver fue la eleccion del agente mitogénico: 8-HQ (2mM) o
colchicina 0,05%. A pesar de que 8-HQ (2mM) es conocida por permitir una buena
visualizacion de las constricciones secundarias y empaquetamiento de los cromosomas
(Delgado et al., 2010); en este estudio no fue posible ver cromosomas; en cambio con la
colchicina 0,05% a temperatura ambiente desde 6 a 16 horas si fue posible ver cromosomas
nitidamente. Las temperaturas ambientes variaban desde los 15 a los 22°C, por tanto, a
mayores temperaturas y mayor tiempo de inmersion del material vegetal, la colchicina
produjo acortamiento de cromosomas, lo que también fue observado por Aarestrup et al.
(2008), impidiendo la adecuada visualizacion de cromosomas. Para obtener raices en mitosis
se puede usar bajas concentraciones de colchicina. No obstante es un reactivo costoso y con
posibilidad de ser carcinogénico (Orrillo y Bonierbale 2009) si no se toman las medidas de
bioseguridad adecuadas en su manipulacion y uso.

La pared celular es el soporte mecénico de la estructura vegetal y mantiene cohesionadas las
células entre si. Aunque el tejido meristematico s6lo presenta pared celular primaria,
desprovista de lignina y por tanto es una estructura celular delgada (menos de 1mm) (Taiz
and Zeiger, 2006), la eliminacion de la pared celular es gravitante en la dispersion celular
tras el aplastado. La condicion de HCI a una concentracion de 1N a 50°C desde 40 a 45
minutos en raicillas y a 55°C durante 25 a 30 minutos en brotes, permitio la degradacion de
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la pared celular y mejor vision de los cromosomas. La diferencia en los tiempos y
temperatura de hidrélisis en HCI se deba probablemente porque las raicillas tienen una pared
celular estratificada, ordenada y no cuentan con la regién amplia en su crecimiento, como el
brote, que ademés cuenta con una estructura dinamica que cambia durante todo el ciclo de
formacion de la hoja y del tallo (Taiz and Zeiger, 2006) y por tanto es mas facil degradar.
Concentraciones iguales o0 menores a temperaturas y tiempos menores, no permitieron retirar
la pared; mientras que mayores temperaturas y tiempo de coccidn resulto ser una condicion
drastica, con el cual se observé un dafio celular donde se perdi6 completamente la
morfologia de las células, obteniendo preparaciones de aspecto amorfo, sin células ni
cromosomas reconocibles. Por tanto, ambos tejidos sirven para realizar estudios citoldgicos,
siendo las estaciones del afio determinantes en su eleccidn: en otofio e invierno fue posible
encontrar placas metafasicas con las raicillas y en primavera, con el brote.

Respecto de los tiempos de remojo en agua destilada para lograr un nivel hipotonico
adecuado del tejido y asi, tras el aplastado, visualizar separadamente los cromosomas;
tenemos que la condicién con mayor éxito fue entre 3 a 14 dias a temperatura ambiente. A
mayor temperatura ambiental (cercana a 20°C) provocaria un aumento mas rapido del nivel
hipoténico, recomendandose menos dias de remojo, ademéas la presencia de material
organico sin esterilizar favorece el crecimiento de microorganismos.

Determinacion del numero cromosoémico en tres especies silvestres y dos variedades
comerciales de alstroemeria

De las 78 especies de Alstromeria citolégicamente se han estudiado 29 y se han encontrado
diferencias entre estas especies en la formula cromosémica. Todas tienen un 2n=2x=16
cromosomas (Chacon et al., 2012), lo cual indicaria que las diferencias cromosémicas en
este género se deberian principalmente a reorganizaciones de la estructura cromosémica, en
vez de poliploidia como en muchos otros géneros de monocotiledéneas ricos en especies,
como por ejemplo, Hordeum (Taketa et al., 1999), Aloe (Adams et al., 2000), Iris
subgénero Xiphium (Martinez et al., 2010). Alstroemeriaceae en general exhibe poca
variacion en el nimero de cromosomas, especialmente en comparacion con su familia
hermana, Colchicaceae. Entre los tres géneros estudiados, Alstroemeria tiene los
cromosomas mas grandes y la mas alta asimetria en su cariotipo (Chacon et al., 2012).

En relacién al nimero cromosémico determinado para cada variedad y especie, tenemos que
la variedad Sweet Laura es diploide 2n=2x=16 cromosomas; coincidiendo con lo
mencionado en su patente USPP10030 (Bridgen et al., 1997). Este genotipo comercial es
estéril y sus parentales son el progenitor femenino: Alstroemeria aurea y el progenitor
masculino: Alstroemeria caryophyllaea (Bridgen et al., 1997).

La variedad Snow White resultd ser 2n=2x=24. Esta ploidia, tanto como sus parentales no
estan descritos. La presencia de cromosomas agrupados en pares por morfologia y tamario,
sugiere que esta especie es diploide, siendo un hallazgo importante porque esta informacién
no ha sido descrita anteriormente.
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Las especies chilenas A. spathulatta y A. pelegrina mostraron ser diploides 2n=2x=16, esta
ploidia confirma estudios de Sanso (1996), De Jeu et al. (1997); Kamstra et al. (1997);
Kuipers et al. (1997), Buitendijk et al. (1998); y de Baeza et al. (2007).

El nimero diploide de A. psittacina resultd ser de 18 cromosomas, es decir 2n=2x=18, con
x=9, contrario a lo sefialado por Ramanna et al. (2003) y Sanso et al. (1998) que indican que
esta especie es 2n=2x=16. Lo anterior podria deberse a una aneuploidia, especificamente a
hiperdiploidia (adicion de uno o mas pares de un cromosomas), segun Griffiths et al. (2002),
0 bien a un polimorfismo Robertsoniano (fusiones o fisiones céntricas) en un par de
cromosomas (Robertson, 1916). Por otro lado, todas las especies estudiadas de Bomarea
han sido diploide 2n=2x=18 (Hunziker and Xifreda 1990) y segin Schulze (1978),
Dahlgren et al. (1985), Hunziker and Xifreda (1990) y Xifreda and Sanso (1993) afirman
que los géneros Alstroemeria y Bomarea estan cercanamente relacionados; incluso Chacén
et al. (2012) y Hunziker (1973) afirman que ambos géneros son uno solo; por lo que es
posible que A. psittacina perteneza al género Bomarea. Otro aspecto sefialado por Sanso
(1996), es morfoldgico, es decir, que A. psittacina suele poseer mas flores por inflorescencia
que las otras especies silvestres. Esta situacion reafirma la necesidad de extender y aumentar
los analisis citoldgicos, morfoldgicos y morfométricos para determinar de forma mas
completa la magnitud de la diversidad genética y relaciones filogenéticas dentro de este
grupo de plantas.

Estudio y comparacion del cariotipo de especies silvestres y variedades comerciales de
alstroemeria

Para la variedad Snow White esta investigacion identificd su formula cromosémica: 10m
+ 4sm + 4st+ 2st-t + 4t; en cambio para la variedad Sweet Laura no fue posible establecer su
cariotipo.

Para la especie A. spathulatta, cuyas plantas provienen de la localidad de Farellones, en esta
investigacion presentd una férmula cariotipica: 6m+ 2m-sm+ 4sm + 2st-t+ 2t. No existiendo
estudios previos de su cariotipo, por lo que la descripcion hecha en esta investigacion
implica un aporte a los estudios hechos en esta especie.

En este trabajo los individuos de la especie silvestre chilena A. pelegrina proveniente de la
localidad de Los Vilos, presentd una formula cariotipica: 10m+2sm+2st+2t; no coincidiendo
con lo descrito por Stephens et al. (1993), cuyo estudio lo realizo sobre plantas crecidas en
invernaderos cuya localidad de origen no se detallan, sefialando como férmula cariotipica:
4m + 2sm + 2st + 8t. Ambas férmulas sélo son iguales en el par sm (submetacentrico) y en
el par st (subtelocéntrico). Lo anterior coincide con lo que afirma Chacon et al. (2012)
respecto de la invariabilidad aparente del nimero de cromosomas, sugiriendo una dindmica
de reestructuracion cromosomica en el género Alstroemeria.

Respecto a lo que indica Sanso and Hunziker (1998) sobre el cariotipo de A. psittacina es:
4m + 2sm-st + 2st + 8t, correspondiendo a plantas colectadas en la provincia de Tucuman en
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Argentina y no habria similitud alguna en su férmula cariotipica, con el resultante de esta
investigacion: 2m+ 2m-sm+ 2sm+ 6st+ 2st-t+ 4t, correspondientes a plantas originadas en el
sureste de Brazil. Lo anterior implica que la comparaciéon del cariotipo de una especie
proveniente de distintas poblaciones podria estar indicando diferenciacion genética por
adaptacion a su respectivo héabitat (Ruiz et. al., 2010). Esto podria deberse a posibles
reordenamientos cromosoémicos, como por ejemplo la duplicacion de un segmento de un
cromosoma, durante la meiosis que influyen en la morfologia y nimero de cromosomas
(Sapre, 1975), especificamente en los pares subtelocéntricos (st) y telocéntricos, para
confirmar esta hipotesis sera necesario la aplicacion de bandeos cromosémicos.

En resumen, los resultados de esta investigacion permitieron proponer una nueva
metodologia para la obtencion de cromosomas, incorporando otro tipo de meristema: el
brote. Se logré confirmar la ploidia de la variedad Sweet Laura, se determiné el nivel de
ploidia y formula cariotipica en la variedad Snow White. En el caso de la especie chilena A.
spathulatta, se establecié su formula cariotipica. En A. pelegrina, se determino diferencias
cariotipicas en comparacion a otros estudios, pero no se pudo dilucidar si dichas diferencias
correspondian a restructuracion poblacional. Finalmente para la especie brasilefia A.
psittacina los resultados de este estudio muestran una diferencia en su cariotipo con respecto
a anteriores trabajos y la presencia de un par mas de cromosomas. Lo anterior sirve de base
para futuras investigaciones que faciliten el estudio citolégico en estas especies y ademas
que puedan compararse con el cariotipo antes no estudiado de A. spathulatta, que puedan
dilucidar el porque de las variaciones cariotipicas, en el caso de En A. pelegrina, y el
incremento del nimero de cromosomas, para el caso de A. psittacina.
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CONCLUSIONES

Para realizar estudios citologicos en Alstromeria se aconseja considerar la época del afio
para la recoleccion de meristemas. En otofio-invierno es conveniente colectar meristemas de
raicillas y en primavera brotes. El agente mitogénico recomendado es la colchicina a un
0,05% a temperatura ambiente desde 6 a 16 horas. Mientras més alta la temperatura, menor
tiempo del tejido (meristema: raicilla o brote) en el reactivo. Para la hidrolisis con HCI, se
recomienda una concentracion a 1N. Realizar una coccion a 50°C desde 40 a 45 minutos en
raicillas y a 55°C desde 25 a 30 minutos en brotes. Para la hipotonia, se recomienda utilizar
agua destilada a temperatura ambiente por 3 dias.

Existe variabilidad cariotipica entre especies silvestres de alstroemerias.

El conteo de cromosomas en A. psittacina, requiere de un préximo estudio enfocado en
dilucidar las caracteristicas de la variacion en el nUmero cromosomal de esta especie.

Los cariotipos de las tres especies silvestres y la variedad estudiadas presentaron diferentes
férmulas cariotipicas, sugiriendo reordenamientos cromosémicos en sus cariotipos.
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APENDICES

Estos ensayos fueron preliminares y fueron tomados de los protocolos usados por Baeza et
al. (2006).

En un comienzo, de las condiciones realizadas, se muestran imagenes de células mitéticas
obtenidas a partir de raicillas de plantas de Alstroemeria psittacina, observados bajo
microscopio con aumento a 100X. El inhibidor mitético usado fue 8-HQ 2mM por 24 h a
4°C (Fig.2.A y 2.B) y a temperatura ambiente (Fig.2.C y 2.D). Se fijaron en etanol / acido
acetico (3:1) por 24 h. Posteriormente, se hizo una hidrolisis acida con HCI 0,5 N durante 20
min a 42 °C. Luego se lavo el material con agua destilada 3 veces para eliminar el exceso de
HCI, 0 dias de remojo. Posteriormente la muestra es premacerada con una aguja en la que se
debe separar la caliptra del resto de la raicilla. Finalmente, se hizo el aplastado de la punta
de la raiz en una gota de orceina acética al 1%. Esta coleccidn de raicillas fue realizada entre
marzo y abril de 2013.

Fig.12 Imagenes de ndcleos celulares de raicillas de Alstroemeria psittacina.
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