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RESUMEN
Conocer aspectos básicos de la citogenética de las papayas de montaña o papayuelas, especies del género Vasconcellea (Caricaceae) originarias de Ecuador y Colombia, fue el objetivo del trabajo. Botones florales se fijaron en etanol-acético 3:1 por 24h, luego se transfirieron a nueva solución y se almacenaron en frío. Los microsporocitos y los granos de polen se tiñieron con acetocarmín (1%). Se evaluaron las fases de meiosis y la viabilidad de polen para describir el comportamiento cromosómico. Se encontró que: 1) todas las seis especies estudiadas fueron diploides (2n=2x=18); 2) se describió el número cromosómico para V. sphaerocarpa, V. longiflora y V. palandensis (2n=18); 3) el grado de asimetría de los complementos cromosómicos indicó un proceso de evolución; 4) la presencia de numerosos NOR en V. sphaerocarpa está relacionada con los micronucleolos y corroboró el posible origen híbrido; y 5) V. cauliflora (42.98%) y V. cundinamarcensis (47.93%) presentaron la más baja viabilidad polínica.
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ABSTRACT
This work aims to know basic aspects of cytogenetics of mountain papayas' or 'papayuelas', Vasconcellea species (Caricaceae), originated from Ecuador and Colombia. Flower buds were fixed in 3:1 acetic-alcohol solution for 24 hr, transferred to new solution and stored al low temperature. Both microsporocytes and pollen grains were stained with 1% acetic carmine. Meiosis phases and pollen viability were evaluated to describe chromosome behavior. We found that: 1) all tested species were diploid (2n=2x=18); 2) chromosome number of V. sphaerocarpa, V. longiflora and V. palandensis (2n=18) were by first time reported; 3) asymmetry level of chromosome complements indicated a evolution process in these species; 4) presence of numerous NOR in V. sphaerocarpa associated to micronucleoli corroborated its possible hybrid origin; and 5) V. cauliflora (42.98%) and V. cundinamarcensis (47.93%) presented the low percentage of pollen viability.
Key words: Mountain papaya; Vasconcellea; meiotic behavior; pollen viability.



INTRODUCCIÓN
De la familia Caricaceae se destacan el género Carica, que es monoespecífico, y el género Vasconcellea, que cuenta con veinte especies, además de V. x heilbornii (Badillo, 2000 y 2001). V. x heilbornii cv. pentagona (babaco), V. cundinamarcensis (= V.pubescens; chamburo, chilacuán), V. stipulata (siglalón, jigacho), V. monoica (col de monte) y V. goudotiana (papayuelo), se denominan ‘papayas de montaña’ por su distribución andina (Kempler y Kabaluk, 1996).

Ecuador y Colombia son los centros de origen de la mayoría de las especies, de ahí que los estudios que contribuyen a entender la diversidad genética, permiten identificar genotipos que se pueden explotar comercialmente (Badillo, 1993) o utilizar en trabajos de potenciación genética. En Colombia las papayuelas de altura se encuentran como árboles individuales o en pequeños grupos del campesinado. Sin embargo, en Chile, son una fuente importante de exportación.

El aprovechamiento de las especies de Vasconcellea puede ser una nueva alternativa agroindustrial como conservas o para obtención de papainaza, como recurso genético que podría venderse a países que tienen escasa variabilidad y como fuente de genes para mejorar la productividad y resistencia a problemas sanitarios de papaya (Coppens, 2003).

En todo programa de mejoramiento se debe conocer la base genética y la estabilidad meiótica del germoplasma. Además, el conocimiento de la diversidad genética es importante para establecer estrategias de conservación y manejo de los recursos fitogenéticos. Las Caricaceae se han estudiado en algunos aspectos citogenéticos y palinológicos (Heilborn, 1921; Badillo, 1971; Zerpa, 1980; Magdalita et al., 1997; Mehetre y Dahat, 2000). Análisis de agrupamiento basado en caracteres polínicos diferenció bien los dos géneros más importantes, Carica y Vasconcellea (Sandoval et al., 2005). Por lo tanto, el objetivo de la investigación fue conocer aspectos básicos de la citogenética de Vasconcellea, fundamentales para establecer estrategias de manejo, aprovechamiento y uso.
MATERIALES Y MÉTODOS
El material botánico se recolectó en Colombia y Ecuador (Tabla 1). Parte del germoplasma colombiano lo donó Corpoica La Selva (Rionegro, Antioquia) y otro fue recolectado en los departamentos de Nariño (La Cocha), Cauca y Quindío. La accesión ecuatoriana provino de la colección de la Facultad de Agronomía de la Universidad Tecnológica de Ambato, Tungurahua. El estudio se desarrolló en laboratorios del CIAT.
[image: image1.png]Tabla 1. Accesiones de Vasconcellea (Caricaceae) evaluadas.

Especic Accesion” Procedencia
V. cundinamarcensis Veundant ‘Antioquia, Colombia
V. cundinamarcensis VeundNar Narifo, Colombia

V. sphacrocarpa VaphaCau Canca, Colombia

V. sphacrocarpa Vsphadnt Antioguia, Colombia
V. caviifira VeaulAnt Antioguia, Colombia
V. longifiora ViongQui Quindio, Colombia
V. goudoriana Veoudant Anioguia, Colombia
V. palandensis palaEed Tongurabua, Ecuador

*Ec= Ecuador, solamente mitosis; Ant= Antioquia, Nar= Narifio, Ca= Cauca, Qui= Quindio.




Para el estudio del comportamiento meiótico se emplearon metodologías convencionales de aplastamiento con tinción por acetocarmín (Dempsey, 1993). Los botones florales se fijaron en etanol: ácido acético (3:1) durante 24 h a temperatura ambiente, se transfirieron a nuevos fijadores y se refrigeraron. Se determinó la viabilidad polínica (frecuencia de granos viables y no viables) a través de acetocarmín al 2%.

Para el conteo de los cromosomas mitóticos se prepararon meristemos radiculares. Raíces de un centímetro se pretrataron con 8-hidroxiquinoleina 0.2 mM durante una hora a temperatura ambiente y 23 horas en frío; se fijaron en etanol acético 3:1 durante 24 h; se transfirieron a nuevo fijador y se almacenaron en frío. En seguida se lavaron e hidrolizaron con pectinasa a 20% y celulasa a 2% (1:1) en cámara húmeda y baño María a 37°C, durante 1 h a 1.5 h. Las puntas de las raíces se colocaron en fucsina básica por cinco minutos, se aplastó la región meristemática en gotas de ácido acético al 45% y se observó al microscopio.

RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Se confirmó el número de cromosomas para las especies V. cauliflora, V. cundinamarcensis y V. goudotiana. Se describió por primera vez el número cromosómico para V. sphaerocarpa, V. longiflora y V. palandensis. Todas las especies fueron diploides (2n=2x=18). El grado relativo de asimetría mostrado por los complementos cromosómicos de las especies indicó que están en proceso de evolución (Mehetre y Dahat, 2000).

VcaulAnt presentó mayor irregularidad en el comportamiento meiótico, seguida por VlongQui, VcundAnt, VcundNar, VsphaAnt y VsphaCau (Tabla 2). Entre las anormalidades se destacaron la presencia de univalentes. VcundNar presentó mayor frecuencia de univalentes, en número de dos o cuatro.
[image: image2.png]Tabla 2. Normalidad meistiea (células normales por fase en %) en accesiones de especies de Vasconcellea.
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Se observaron trivalentes y tetravalentes en diacinesis, y segregación precoz o retardada de cromosomas. Asociaciones cromosómicas anormales en híbridos de V. cundinamarcensis y V. stipulata también fueron reportadas por Zerpa (1980). La segregación cromosómica irregular fue notable para un bivalente (Figura 1), pero el comportamiento no fue común en todos los meiocitos evaluados en fases afines.
Husos multipolares y tripolares o curvilíneos se observaron principalmente en VcaulAnt. Los dos primeros también fueron reportados en C. papaya (Mehetre y Dahat, 2000), pero husos curvilíneos se describieron por primera vez en VcaulAnt y VcundAnt. Irregularidades o ausencia de huso, como la reportada en una accesión ecuatoriana de V. cundinamarcensis, produce segregación cromosómica y citocinesis anormales y, consecuentemente, gametos no balanceados (Caetano et al., 2003).

Las anormalidades meióticas de la accesión VcundAnt comprometieron la viabilidad de los productos finales de meiosis (Tabla 3) pero no explican la alta frecuencia de inviabilidad. Otro factor actuante en pos-meiosis debe haber llevado al degeneramiento polínico. En VsphaAnt la anormalidad meiótica que más comprometió la viabilidad fue la segregación cromosómica irregular, mientras que en VcaulAnt fueron las irregularidades de huso y la segregación cromosómica irregular (Figura 1); como producto de éstas se observaron tétradas con microcitos (Figura 1).

[image: image3][image: image4.png]‘Tabla 3. Frecuencia de meiocitos normales y viabilidad del
polen (VP) en accesiones de Vasconcellea.

Accesion___Meiocitos normales (%) VP (%)
VeundAnt S 4193
Viphant 6459 %075
VeaulAnt 319 298
VeundNar 6448 9850
VsphaCau 8833 9533

ViongQui 814 8520
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Figura 1. a. Segregacidn cromostmica iregular para . cundinamarcenss b.Iregularidades de huso  segregacion cromostmica para
V. caulors de Antioquia. . Tetradas con microcitos resultantes de s irregularidades de huso ¥ de a segregacion cromosomica. 0.
Presenca de micronucieolosen . spfacrocarpa. . Emision del tubo poliico de un grano de polen norma, £ Patron retraérico presente
enlas especies de Vasconcella.





Para VsphaAnt, la alta frecuencia de productos viables se explica por los comportamientos meióticos diferenciados, que considerados adicionalmente a las anormalidades totalizan 35.41%. Estos comportamientos, la presencia de micronucleolos, asociaciones cromosómicas secundarias y la condensación cromatínica tardía no interfieren en el proceso meiótico. Por el contrario, los primeros son indicativos de posible origen híbrido para V. sphaerocarpa. En V. cauliflora los mismos comportamientos totalizaron 33.11% de 68.04% de los meiocitos evaluados.

La presencia de numerosos NOR en V. sphaerocarpa está relacionada a los micronucleolos (Figura 1) y corroboran el origen híbrido. En células mitóticas de V. goudotiana también se observaron de cuatro a cinco cromosomas satelitados. Micronucleolos fueron reportados en híbridos de V. cundinamarcensis y V. stipulata (Zerpa, 1980) y asociaciones cromosómicas secundarias en C. papaya (Khumar et al., 1945). Estos dos comportamientos se observaron solamente en VcundAnt.

Las frecuencias variables en viabilidad polínica (VP) indican el grado de estabilidad meiótica y las diferencias genéticas entre accesiones. Para las especies evaluadas, la tinción por carmín, el tamaño y la morfología indican viabilidad polínica, ya que para el polen normal con las tres características se observó emisión del tubo polínico (Tabla 3, Figura 1).

Se evaluaron patrones de huso en meiosis IIII (300 células) y tétradas de microsporas en las mismas accesiones (Tabla 4). Mientras que Zerpa (1980) reportó solo orientación perpendicular de V. stipulata, se observaron husos convergentes, perpendiculares y paralelos para VcundAnt, VsphaAnt, VcaulAnt, VlongQui, VsphaCau y VcundNar. VcundAnt, VcundNar y VlonQui presentaron cuatro patrones de tétradas, siendo tetraédrico (Figura 1), entrecruzado, isobilateral y romboidal. VsphaAnt, VsphaCau (tetraédrico, entrecruzado e isobilateral) y VcaulAnt (tetraédrico, entrecruzado y romboidal) presentaron tres patrones.
[image: image6.png]‘Tabla 4. Frecuencia relativa (%) de los patrones de husos y tétradas de microsporas en accesiones de Vasconcellea.

Accesion Veundant Viphant Veaulint Veundvar VephaCan Vienggui
s

Convergente 3571 5767 5625 e &2 4419
‘Perpendiculr 2500 587 350 no 083 o1
Pazlelo 3750 1367 625 997 1875 1570
Tétradas de micosporas

Teaédrico 4670 133 n3 750 410 &40
Enmecruzado 3750 %33 23 1250 2500 050
Isobilareral 260 034 000 030 1050 480

Romboidal 1290 000 233 710 000 150





Probablemente la presencia de husos multipolares, tripolares o curvilíneos influyeron en la baja VP de VcaulAnt. Para el caso de VcundAnt pudo haber influido la presencia de univalentes y multivalentes en la transición de diacinesis a prometafase, que más tarde influyó en la no formación de huso en la metafase I. Las demás accesiones presentaron valores de VP normales.

CONCLUSIONES
Las especies de Vasconcellea procedentes de Nariño, Cauca, Quindío y Antioquia (Colombia) y Tungurahua (Ecuador) no presentan problema de fertilidad, el polen viable es suficiente para fertilización y formación de frutos y las convierte en altamente productivas.
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