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Problema

Dentro de la familia Asphodelaceae se encuentra el género Haworthia con distintas
especies de suculentas monocotiledéneas y perennes, que en su mayoria son endémi-
cas de Sudafrica. Su numero cromosémico diploide es 2n=14. La principal diferencia
entre las especies comunes es el tamafio de las marcas blancas en las hojas. Se cultivan
comercialmente como plantas ornamentales, pero los especimenes raros son muy difi-
ciles de propagar, lo cual se ha atribuido a la poliploidia relacionada con inestabilidad
cromosémica. En el cultivo in vitro de distintas especies de Haworthia se ha detectado
inestabilidad cromosémica, es decir, cambios anormales en la estructura y namero de
cromosomas en la célula. Esta puede ser manifestada como: euploidia (aumento o dis-
minucién del conjunto completo de cromosomas); aneuploidia (pérdida o ganancia de
cromosomas individuales); algin cambio en la morfologia, homologia, condicién y posi-
cién cromosémica. Entre las causas que provocan tales condiciones se encuentran el uso
de explantes con variaciones preexistentes en sus células somdticas, planta madre con
quimeras, reguladores crecimiento en el medio de cultivo, fase de callo, nimero de sub-
cultivos (a partir del quinto), aunque la respuesta del genotipo también juega un papel

muy importante.
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trecruzamiento y recombinacién, los cromosomas no encontraran sus homdlogos para

aparearse, provocando la inviabilidad de la cruza.

Solucién planteada

Una alternativa factible es determinar el numero y la morfologia de cromosomas en
Haworthia cultivada in vitro durante las primeras etapas de subcultivos, con el fin de se-
leccionar genotipos estables a nivel cromosémico. Ademds, mediante la caracterizacién
citogenética se identifica y se selecciona a los parentales compatibles para realizar hibrida-
ciones dirigidas. El material no promisorio se elimina y se evita su avance a las otras etapas
de multiplicacién, aclimatacion y establecimiento ex vitro. E1 Doctor Héctor Gonzdlez Ro-
sas', realiz6 observaciones citoldgicas en tres variedades de Haworthia cultivadas in vitro: H.
Jasciata var. major, H. limifolia var. ubomboensis y H. marumiana var. batesiana (Figura 1) para
determinar si la presencia de reguladores de crecimiento en el medio de cultivo causaba
cambios en los cromosomas.

Para lo anterior, se extraen segmentos con puntas de raices rediferenciadas in vitro y se
pretratan en una solucién de 8-hidroxiquinoleina (2 mM) a 18 °C por 2 h. Posteriormente
se fijan en solucién Farmer [alcohol etilico y dcido acético (3:1)]. A continuacion, se realiza
el método de la tincién de Feulgen, consistente en realizar una hidrélisis con dcido clorhi-
drico (HCI 1N) (60%1 °C) por 6 min, y transcurrido este tiempo se retira la disolucién y se
aplica el reactivo de Schiff (Fucsina) para la tincién. Después de reposo, se afiade una gota
de acetocarmin (2%) y se realiza el “aplastado”. Finalmente se observa bajo un microscopio
y se cuentan los cromosomas (Figura 2).

Al realizar la evaluacidn, los resultados mostraron que cuando el medio de cultivo in
vitro contuvo dcido naftalenacético (5.0 mg L_l) y bencilaminopurina (1.0 mg L™ 1), la es-
tabilidad cromosémica permaneci6 constante en H. marumiana var. batesiana y H. fasciata
var. major pues no cambiaron su nimero cromosémico de 2n=14, por el contrario /.
limifolia var. ubomboensis ni siquiera respondi6 a los tratamientos para su regeneracion.

Cuando el medio de cultivo in vitro contuvo dcido 2,4-diclorofenoxiacético (5.0

mg L~ 1) y cinetina (1.0 mg L™ 1) se encontro6 inestabilidad cromosémica manifestada en

Figura 1. Diferentes especies de Haworthia de importancia ornamental: A: H. fasciata var. major; B: H. limifolia
var. ubomboensis; C: H. marumiana var. batesiana.
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Figura 2. Técnicas para el aplastado de dpices de raiz de Haworthia: A: pretratamiento con hidroxiquinoleina
(18 °C); B: ajuste de temperatura a 60 °C para hidrolisis; C: adicién de HCI (1 N); D) Mantenimiento en estufa
por seis minutos a 60 °C; E- F: puntas de raices tenidas después del reposo con el reactivo Schiff; G: montaje
de tejido y adicién del acetocarmin; H: aplastado del tejido; I: observacién bajo microscopio para conteo de

cromosomas.

el cambio del nimero cromosémico como: poliploidia en H. marumiana var. batesiana
con 2n=28; aneuploidia en /. fasciata var. major con 2n=26; y aneuploidia en /. limifo-
lia var. ubomboensis con 2n=27, mostrando la respuesta diferencial entre genotipos. Por
lo anterior, es importante supervisar el material vegetal parental a nivel cromosémico
y seleccionar al 6ptimo para su uso en las metodologias del mejoramiento genético,
siendo ideal llevar a cabo esta prdctica en etapas tempranas al inicio de un proyecto de
propagacion.

Las metodologias citogenéticas son una alternativa viable para detectar alteraciones en
la estructura fisica y en el numero de cromosomas de los diversos recursos genéticos vege-
tales, ya sea en un sistema de cultivo in vitro o ex vitro, a fin de seleccionar genotipos estables

para su uso en programas de mejoramiento genético.
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