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INTRODUCCION

La prdactica de EDC introduce al estudiante de la carrera de Biologia con instituciones en las
que puede llevar a la practica sus conocimientos y realizar actividades de servicio,
docencia e investigacion.

El presente trabajo expone las actividades realizadas en el Centro de Estudios del Mar y
Acuicultura de la Universidad de San Carlos de Guatemala y en la Facultad de Agronomia
de la Universidad de San Carlos de Guatemala en la subarea de ciencias bioldgicas en los
laboratorios de Genética y Biotecnologia en las que se incluyen actividades de servicio y
docencia. Entre las actividades se descritas estan poyo a catedra y laboratorio de biologia
general asi como apoyo en extensién en CEMA, realizadas en el periodo que comprende
los meses de Marzo a Mayo de 2011 y actividades de servicio realizadas en la FAUSAC
durante el mes de Junio. También se incluyen actividades de docencia que incluyen cursos
y capacitaciones realizados entre los meses de febrero a Junio de 2011. También se
realizaron 80 horas de servicio preestablecidas en colecciones botanicas y zooldgicas. Las
primeras 40 se hicieron en el IndexSeminum del Jardin Botanico del Centro de Estudios
Conservacionistas -CECON-, las 40 horas de colecciones zooldgicas se hicieron en el
Museo de Historia Natural en la coleccién de vertebrados.

La unidad de practica en donde se realizaron las actividades tanto de docencia como de
servicio durante los meses de febrero a junio. Entre las actividades programadas en la
practica EDC se concluyeron actividades que fortalecen el sistema de colecciones
bioldgicas de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia mediante un servicio obligatorio
de 80 horas en colecciones zooldgicas y botdnicas, realizandose 40 hrs en el IndexSeminum
del Jardin Botanico del Centro de Estudios Conservacionistas —CECON colaborando con
limpieza, mantenimiento y etiquetado de muestras y 40 horas en colecciones zooldgicas
en el Museo de Historia Natural en la coleccion de vertebrados.

ACTIVIDADES DE SERVICIO EN CENTRO DE ESTUDIOS DEL MAR Y
ACUICULTURA -CEMA-

Las actividades de servicio estdn orientadas a la aplicacién del conocimiento cientifico,
tecnolégico y humanistico en la solucion de los problemas y satisfaccion de las
necesidades de la sociedad guatemalteca. Por lo tanto el estudiante llevard a cabo
actividades que ayuden al desarrollo de la unidad de practica asi como actividades
rutinarias propias de la unidad de practica (Alquijay, Enriquez, & Armas, 2011).
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Actividad No. 1: Revision de literatura cientifica, bases de datos y documentos que
proporcionen informacion del “Area marino costera Laguna El Pimiento”
a. Obijetivo: revisar los documentos existentes de trabajos posteriores en el drea
b. Procedimiento: buscar, analizar y sintetizar los documentos disponibles.
c. Resultados parciales: revisidn de los trabajos realizados en el area
d. Problemas y limitaciones: no tener acceso a documentos y bases de datos, no
contar con ordenador para realizar la busqueda inicial.

Actividad No. 2: Elaboracion de manual de prdcticas de Laboratorio para cdtedra de
Biologia
a. Objetivo: Proporcionar material de apoyo a los estudiantes para la realizacion de
practicas de laboratorio
b. Procedimiento: elaboracion de un manual que incluya las practicas que se
realizardn durante el semestre, que contenga cuestionarios, evaluaciones vy
esquemas.
c. Resultados parciales: contar con el documento borrador de practicas de
laboratorio.

Actividad No. 3: Apoyo a cdtedra de biologia
a. Objetivo: Colaborar en el desarrollo del curso
b. Procedimiento: apoyar las actividades de la catedra
c. Resultados parciales: Unidades desarrolladas en el desarrollo del curso

Actividad No. 4: Apoyo a laboratorio de biologia
a. Objetivo: Colaborar en el desarrollo de las practicas de laboratorio
b. Procedimiento: preparacion y realizacion de las practicas, colaborando en
explicaciones, resolver dudas y ayudar a estudiantes.

Actividad No. 5: Apoyo a cdtedra de biologia general “Gira de Campo Las Lisas Santa
Rosa”
a. Objetivo: Apoyar las actividades docentes y a las actividades de los estudiantes del
curso de Biologia
b. Procedimiento: apoyar las actividades propuestas para el trabajo de campo
c. Resultados: 18 estudiantes atendidos en gira de campo

Actividad No. 6: Apoyo a INFOUSAC 2011 Extension

a. Objetivo: Brindar informacién a personas interesadas en ingresar a la Universidad
de San Carlos de Guatemala.

b. Procedimiento: apoyar las actividades, proporcionar informacién, entrega de
trifoliares y resolver dudas, en la plaza de los martires de la USAC en fechas del 29
de marzo al 1 de abril.

c. Resultados: Se atendid a un total de 300 personas.
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ACTIVIDADES DE SERVICIO EN FACULTAD AGRONOMIA SUBAREA DE
CIENCIAS BIOLOGICAS LABORATORIOS DE GENETICA Y BIOTECNOLOGIA DE
SUBAREA MANEJO Y MEJORAMIENTO DE PLANTAS, - FAUSAC-

Actividad No. 1:Recepcion y preparacion de muestras de Jatropha curcas L.
a. Objetivo: obtencidn de material para extraccién de ADN
b. Procedimiento: recibir, transportar y preparar las muestras para realizar extraccion
de ADN
c. Resultados: Preparacién de 35 muestras

Actividad No. 2: Extraccion de ADN de materia vegetal de Jatropha curcas L.
a. Objetivo: obtencién de ADN puro para analisis de AFLPs
b. Procedimiento: Extraccion de ADN utilizando Kit
c. Resultados: Obtencidn de 12 muestras de ADN

Actividad No. 3: Colecta de materia vegetal de Jatropha curcas L. de Sur-Oriente de
Guatemala
a. Objetivo: obtencién de materia vegetal de Jatropha curcas L.
b. Procedimiento: colecta de vastagos y materia para obtencidén de ADN que se coloco
en tubos eppendor de 1.5 ml, también se realizo la caracterizacion taxondmica y
toma de datos de los espécimenes colectados
c. Resultados: obtencion de muestras de 10 espécimenes de Sur-Oriente de
Guatemala

Actividad No. 4: Instalacion de software de microscopio 6ptico de laboratorio de
Biotecnologia

a. Objetivo: conectar la cdmara digital al ordenador e instalaciéon de software para
analisis de observaciones.
Procedimiento:
Lectura de manual de instalacién de software
Instalacion del software
Prueba del funcionamiento del equipo: microscopio, cdmara y software.
Resultados: Equipo instalado y funcionando correctamente.

e 0T

ACTIVIDADES DE DOCENCIA

Las actividades de docencia estan orientadas hacia la busqueda, comprension,
interpretacién, aplicaciéon y divulgacion del conocimiento cientifico a través de la
planificacion, organizacion, direccidn, ejecucidn del proceso educativo por medio de
conferencias, elaboracién de material didactico o material de apoyo a la docencia
relacionado con el que hacer de la carrera, recibir capacitaciones en cursos, seminarios y
congresos (Alquijay, Enriquez, & Armas, 2011).
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ActividadNo. 1: Primer seminario de actualizacién en Biologia Molecular y Genética Humana
a. Objetivo: capacitacion en el tema de biologia molecular
b. Procedimiento: asistir a las exposiciones del seminario

ActividadNo. 2: Pldtica sobre cémo obtener permisos de colecta e inscripcion de investigaciones
en CONAP
a. Objetivo: capacitacion en el tema
b. Procedimiento: Participar en las exposiciones de Lic. Franklin Herrera de Departamento de
Vida Silvestre de CONAP

ActividadNo. 3: Curso “Introduccién a la biologia y técnicas de investigacién de cetdceos”
a. Objetivo: aprender sobre el estudio de cetaceos en Guatemala
b. Procedimiento: Participar activamente en la capacitacion
c. Resultados: 10 personas capacitadas incluyendo la practicante.

ActividadNo. 4: Simposio de ciencias biolégicas y medio Ambiente
a. Objetivo: aprender sobre ciencias bioldgicas y medio ambiente en Guatemala
b. Procedimiento: escuchar las exposiciones de los investigadores

ActividadNo. 5: Presentacion de cultivos mejorados genéticamente en Bejo de Guatemala
a. Objetivo: Recibir capacitacion sobre la implementacidon y manejo de cultivos agricolas en
Guatemala
b. Procedimiento: Participar en las platicas y actividades demostrativas del tema de cultivos
agricolas

ActividadNo. 6: Taller Nacional de capacitacién sobre caracterizacién molecular de la
Biodiversidad

a. Objetivo: capacitacién en el tema de marcadores moleculares y biodiversidad para
responder a la conservacién y uso sostenible de la biodiversidad.

b. Procedimiento: planificacién, seleccién y elaboracion de un método artesanal para
extraccion de ADN, el cual presente a los asistentes al taller, seguido de la preparacién de
geles de agarosa para electroforesis que fueron utilizados en el taller durante el primer dia,
el siguiente dia del taller asisti a las presentaciones y demostraciones.

ActividadNo. 7: Visita Dr. Francisco Panzera a Guatemala

a. Objetivo: preparacion de muestras de triatominos para estudios citogenéticos

b. Procedimiento: aprendi a utilizar la base de datos de la coleccién de referencia de LENAP,
realice la busqueda y seleccién de los individuos de Petén, Guatemala los cuales fueron
evaluados para su uso en citogenética, después el Dr. Panzera me explico y ensefio en
forma de demostrativa la manera de obtener las muestras y cono estas deben fijarse para
poder utilizarse en estudios citogenéticos, lo cual pude realizar después con su supervisién
y asesoria.

ActividadNo. 8: Taller de Investigaciones realizadas sobre la enfermedad de chagas y sus

vectores
a. Objetivo: exponer, discutir y evaluar el futuro de los estudios que se realizan y que se
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b.

ActividadNo. 9: Introduccién a colecta, preservacion e

realizaran sobre los vectores de la enfermedad de Chagas “los triatominos”

Procedimiento: asistir a las presentaciones y discusiones de los temas expuestos.

frugivoros
Objetivo: capacitacion en el tema de colecta, preservacion e identificacion de hongos e
insectos frugivoros

a.

b.

Procedimiento: asisti a las presentaciones, gira de campo y clases practicas.

RESUMEN DE LAS ACTIVIDADES

identificacion de hongos e insectos

‘No. ‘PROGRAMA ACTIVIDAD CALENDARIZACION HORAS EDC
0 Servicio y docencia Elaboracién de Diagnostico, plan de trabajo, Enero - Junio 200 hrs
(Fase de Perfil de investigacion, Protocolo, informes
preparacion) bimensuales e informe final parcial
RESUMEN DE LAS ACTIVIDADES SERVICIO
‘ No. ‘ PROGRAMA ACTIVIDAD CALENDARIZACION HORAS EDC
1 Servicio- CEMA- Revisidn bibliografica drea marino-costera Febrero — Marzo 50 hrs
“Laguna el pimiento”
2 Servicio - CEMA-  Recopilacion de manual para laboratorio de Marzo 10 hrs
Biologia general
3 Servicio - CEMA-  Apoyo a catedra de biologia general Marzo-Mayo 38 hrs
4 Servicio - CEMA-  Apoyo a laboratorio de biologia general Marzo-Mayo 38 hrs
5 Servicio— CEMA -  Gira de campo Las Lisas, Santa Abril 59 hrs 25 min
Rosa
6 Servicio - CEMA-  Apoyo a INFOUSAC 2011 Marzo 17 hrs 15 min
subtotal Servicio 212 hrs 40 min
‘ No. ‘ PROGRAMA ACTIVIDAD CALENDARIZACION HORAS EDC
1 Servicio- FAUSAC- Recepcion y preparacidon de muestras de Junio 17 hrs 33 min
Jatropha curcas L.
2 Servicio- FAUSAC- Extraccion de ADN de materia vegetal de Junio 10 hrs 30 min
Jatropha curcas L.
3 Servicio- FAUSAC- Colecta de materia vegetal de Jatropha Junio 15 hrs
curcas L. de Sur-Oriente de Guatemala
subtotal Servicio 43 hrs 03 min

Total Servicio
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RESUMEN DE LAS ACTIVIDADES DE DOCENCIA

‘ No. ‘ PROGRAMA ACTIVIDAD CALENDARIZACION HORAS EDC

1 Docencia Primer seminario de actualizacion en Febrero 12 hrs
Biologia Molecular y Genética Humana

2 Docencia Platica sobre cémo obtener permisos de Marzo lhr
colecta e inscripcidn de investigaciones en
CONAP

3 Docencia Curso “Introduccidn a la biologia y técnicas  Marzo - Junio 98 hrs 20 min
de investigacion de cetdceos”

4 Docencia Simposio de ciencias bioldgicas y medio Marzo 3 hrs 30 min
Ambiente

5 Docencia Presentacion de cultivos mejorados en Bejo  Marzo 6 hrs
Guatemala

6 Docencia Taller Nacional de capacitacion sobre Mayo 55 hrs
caracterizaciéon molecular de la
Biodiversidad

7 Docencia Visita Dr. Francisco Panzera a Guatemala Mayo 16 hrs

8 Docencia Junio 20 hrs 30 min

9 Docencia Introduccion a colecta, preservacion e Junio 16 hrs

identificacion de hongos e insectos
frugivoros

Total Docencia

Fase Servicio Prestablecido (80 hrs)
Colecciones de referencia botanicas IndexSeminum
Colecciones de referencia zooldgicas Coleccion de vertebrados

Fase de Preparacién (200 hrs)
Elaboracion de diagnostico, plan, Informes bimensuales y final

Fase de Ejecucion (400 hrs)
Docencia

Servicio

Total horas Servicio y Docencia

45 hrs 45 min
41 hrs 10 min

200 hrs

228 hrs 20 min

255 hrs 43 min

484 hrs 03 min

Total horas EDC (fase de servicio preestablecido, fase de preparacion y fase 770 hrs 58 min

ejecucion )

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

228 hrs 20 min

Alquijay, B., Enriquez, M., & Armas, G. 2011. Programa analitico: Practica Experiencias
Docentes con la Cominidad - EDC- Carrera de Biologia. Guatemala.

Chavez, B. 2011. Comunicacion personal. Informacién sobre la planificacion de
actividades de las horas preestablecidas en el Museo de Historia Natural.

Programa de Extensién Educativa.
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Cohn, G. 2011. Comunicacién personal. Informacion sobre el manejo y planificacién de
actividades de las horas preestablecidas en el IndexSeminum / Jardin Botanico-
CECON.

Anexos

Universidad de San Carlos de Guatemala
Direccién General de Docencia -DIGED-
Sistema de Ubicacién y Nivelacién ~-SUN-

Otorga el presente diploma a:

Maria de los zfngeles Lima

Por su apoyo en la Semana Informativa INFO-USAC 2011, i
realizada del 29 de marzo al 1 de abril de 2011. 4
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Director al de

Guatemala, abril de 2011

A A A d4ddddddddddd

rﬁ%ﬁo cima g ). Universidad
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OTORGA EL PRESENTE DIPLOMA A:

“PRIMER SEMINARIO DE ACTUALIZACION EN BIOLOGIA
MOLECULAR Y GENETICA HUMANA
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Diplomas obtenidos

Universidad de San Carlos de Guatemala
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia
Escuela de Biologia: Herbario BIGU, Seccién de Macrohongos

Otorgan el presente Diploma a:

a0 a0
ESCIRLAE (1 00

Maria los P:ngeles Lima I.

Por su participacion en calidad de Asistente en el Taller: “Introduccion a la colecta, preservacion e
identificacion de hongos e insectos fungivoros”, realizado en la Escuela de Biologia de la Universidad

de San Carlos de Guatemala, del 27 al 30 de junio de 2011, con 17 horas de duracion.

Guatemala, 30 de junio de 2011.
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I Dr. Sergio Melgar,..
Seccién Macrohongos, Herbario BIG Director Escuela de Biologia

Universidad de San Carlos de Guatemala
Direccién General de Investigacién

Hacen constar que

Warva e U de Liaa

Participé en el
Curso-taller :
Elaboracién de proyectos de Investigacién en el marco de la convocatoria DIGI-USAC 2011
Con una duracidon de ocho horas, el dia 8 de julio del presente afio impartido en el
Salén de usos multiples de la Direccién General de Investigacién

B

“ID'Y ENSENAD A TODOS” ;

SOt it
sHg
W =

(e

7.0 A
Jorge Luis De Leén Arana Ph. D. 43’0 % VO

Director General de Investigacion
! N ) :
HELEO Tae?%] ;?7(:35“"0 Ing. Agr. Augusto Sayl Guerra Gutiérrez
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Facilitador
Guatemala, julio de 2011
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Diplomas obtenidos
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Estudio de cariotipo de Jatropha curcas L. “Pifion” silvestre de Guatemala y analisis de rDNA por
bandeo argéntico Ag-NOR
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ASESOR DE INVESTIGACION: ING. JUAN HERRERA

Vo.Bo. ASESOR DE INVESTIGACION
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Estudio de cariotipo de Jatropha curcas L. “Pifidon” silvestre de Guatemala y analisis de
rDNA por bandeo argéntico Ag-NOR
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RESUMEN

Con el propdsito de conocer la diversidad genética de las especies silvestres de Guatemala
se hace necesario realizar estudios citoldgicos de actividad génica. Es por ello que se
planted un estudio de cariotipo de Jatropha curca L. el cual aun no se ha conseguido. Por
su parte el analisis de rDNA demuestra que la tincidn argéntica es un indicador citoldgico
de la actividad de los genes de DNA ribosdmico, la actividad génica en las sedes de rDNA
de J. curcas L., se estudio mediante microscopia dptica. Se observo que al menos dos de
las regiones de organizacién nucleolar que normalmente fallan en el desarrollo del
nucleolo en células normales son capaces de desarrollar un nucleolo cuando son
segregadas a distintos nucleos en la misma célula cuando se tratan con un agente
multipolarizante, indicando que existen en J. curcas L. al menos cuatro regiones
confirmadas de Organizacidon nucleolar y la posibilidad de la existencia de tres regiones
mas.

INTRODUCCION

El pifidn es una especie probablemente nativa de Mesoamérica, en donde actualmente
crece en los cercos de potreros y como delimitante de los huertos familiares de las zonas
calido hiumedas y célido secas (Heller, 1996). Es poco probable su presencia como parte de
la vegetacion natural. Se reporta alta diversidad genética en los materiales de origen
guatemalteco a tal grado que los materiales extranjeros tanto de origen mesoamericano
como fuera de dicha regién no se agrupan separadamente cuando se analizan en el nivel
molecular. Estos resultados contribuyen a afianzar el planteamiento existente respecto a
que Mesoamérica es el centro de origen y diversidad de Jatropha curcas L. (Azurdia,
2008). Estudios de Basha y Sujatha (2007) mostraron que en materiales genéticos
provenientes de la India la diversidad genética presente es reducida, por lo cual
recomiendan desarrollar estudios con materiales provenientes del centro de origen del
pifidn. Las técnicas citoldgicas convencionales hacen posible ubicar la region organizadora
nucleolar(NOR) que contribuye a la formacién de los nucleolos. En eucariontes las
numerosas copias de rDNA se agrupan formando nichos que constituyen las regiones NOR
qgue son la sede de elementos reguladores, por ello la citogenética puede presentar
aplicaciones a la mejora de plantas (Lacadena, 1972). En el presente estudio se analizo la
actividad génica en las sedes de rDNA de Jatropha curcas L., mediante microscopia dptica.
En plantas normalmente todas las células de un organismo mantienen constante el patrén
de NORs activos, los lugares detectados por la tincion con plata corresponden
exactamente con las sedes de hibridaciéon in situ con rRNA y solamente los NOR
funcionalmente activos en interfase son tefiidos por la plata (Ag-NORs) en metafase
mitética posterior (Lacadena, 1996).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El drea Mesoamericana puede considerarse el centro de origen y diversidad de J. curcas,
por ello es necesario desarrollar investigaciéon en dicho germoplasma para conocer la
diversidad genética presente en el area. Esto es esencial ya que se sabe que la diversidad
genética presente en materiales genéticos presentes en otras areas fuera de su centro de
origen, es relativamente reducida (Basha&Sujatha, 2007). Ademads, el conocimiento de la
especie permitird tener informacion basica para planificar de manera mds efectiva la
conservacién de dicho recurso genético. Se reconoce que Jatropha curcas L. es una buena
fuente alternativa para la elaboracién de aceite vegetal, principios farmacoldgicos, torta de
la molienda utilizada como fertilizante, glicerol, entre otros usos. Las especies del genero
Jatropha contienen alcaloides, sapogeninas, taninos, esteres, toxoalbuminas, compuestos
cianogénicos. Contiene aceites fijos, acidos grasos (palmitico, oleico, linoleico, estearico).
Sin embargo, el pindn es una especie que aun no estd domesticada, por lo cual, se
requiere del desarrollo de estudios basicos tanto en el aspecto cientifico como agronédmico
e industrial. En este sentido, se hace necesario conocer la diversidad genética de dicha
especie presente en su centro de origen, tal como lo es Guatemala. Siendo por ello
importante avanzar en el conocimiento de la especie.

JUSTIFICACION

La informacidn citogenética que se obtenga de Jatropha curcas sera base para desarrollar
programas de mejoramiento, y establecer mecanismos adecuados de conservacion del
germoplasma. El mapa genético de cualquier especie constituye la identificacion de genes
o segmentos de ADN a lo largo de los cromosomas que constituyen la especie, en el caso
del pifidn 11 pares de cromosomas. Los segmentos pueden estar unidos o ser parte de los
genes responsables de diferentes caracteres tales como contenido de aceite, resistencia a
enfermedades, a los componentes de rendimiento, entre otros. Un aspecto poco discutido
de la literatura respecto al bandeo Ag-NOR es el tamaifo y numero de nucléolos.
Informacion de este tipo pueden servir como indicador de actividades metabdlica de las
células y también pueden ser utilizadas como marcadores citolégicos para distintos tipos
celulares de un mismo tejido y para diferentes organismos. Las especies silvestres de J.
curcas presentan una amplia distribucion en Guatemala, en los ultimos afios se han
estudiado a nivel molecular pero no asi desde el punto de vista citogenético, el estudio de
la region organizadora de nucléolo es indicativa de la actividad metabdlica de la célula
relacionada al tamano u numero de nucléolos. Los nucléolos son componentes celulares
gue pueden ofrecer informacion importante sobre actividades metabdlicas y también
sobre algunas caracteristicas evolutivas de diferentes organismos, los estudios en estas
areas son escasos, pero indican que la técnica de bandeo NOR puede ser un marcador
citoldgico y es una técnica practica para inferir sobre la actividad metabdlica celular. A la
fecha se conocen los materiales mas diversos en cuanto diversidad molecular asi como
informacion referente a los materiales de mejor respuesta agrondmica de Jatropha curcas
de Guatemala (Azurdia, 2008). Por ello el estudio citogenético de la competencia
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nucleolar es un complemento indispensable para el mejoramiento genético de plantas
pues la competencia nucleolar esta expresada citolégicamente como anfiplastia, y para
realizar un anadlisis completo del fendmeno es necesario saber cuantos NORs activos estan
presentes en las células e identificar a que cromosomas SAT pertenecen. Segun Azurdia
(2008) desde el punto de vista de diversidad molecular, el sur occidente de Guatemala es
la regidn mas variable, por lo tanto dicha regidon debe de tomarse en cuenta para hacer
estudios mas profundos asi como desarrollar en dicha area conservacion in situ del
germoplasma.

REFERENTE TEORICO

El cultivo del pifidn ha adquirido importancia en afios recientes en Guatemala se iniciaron
estudios con la variedad Cabo Verde estableciéndose plantaciones en 10 localidades del
pais (Alianza en Energia y Ambiente con Centro América —AEA y Octagdn, S.A. s.f.). El
objetivo fue conocer la respuesta de esta variedad a diferentes condiciones ambientales,
especificamente en cuanto a establecimiento de viveros, plantaciones permanentes,
presencia de plagas y enfermedades y produccion de semilla, realizandose los primeros
analisis de contenido de aceite y perfil de dcidos grasos. Mas recientemente se trabajo en
la creacién de viveros para la produccidn de plantas de Jatropha curcas a nivel regional
(Azurdia, 2008). Heller (1996), en su monografia trata aspectos relativos a centros de
origen, diversidad de germoplasma, usos, mejoramiento, ecologia, agronomia y
necesidades de investigacion, entre otros. Se plantea que el centro de origen y diversidad
de esta especie es Mesoamérica, estableciéndose la alta diversidad genética existente en
materiales de origen mesoamericano. Por otra parte Basha y Sujatha (2007) mostraron
gue en los materiales genéticos provenientes de la India la diversidad genética presente es
reducida, por lo cual recomiendan desarrollar estudios con materiales provenientes del
centro de origen del pifién. En 2008 Azurdiaet al da a conocer la diversidad genética
presente en variedades del germoplasma de Jatropha curcas nativo de Guatemala con
fines de sustentar un programa de mejoramiento y conservacién del germoplasma.

Taxonomia de Jatropha curcas L.
Phylum: Eukarya

Reino: Plantae

Division: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

SubClase: Rosidae

Orden: Euphorbiales

Familia: Euphorbiaceae

Genero: Jatropha

Especie: curcas

Nombres comunes: Coquito, Capate, Tempate, Pifidn, Pifioncito, Pifiol, Pifidn Botija, Higos
del duende, Barbasco, Pifiones purgativos, Higo de infierno, Purga de fraile, Tuatua, nuez

del physic, pinhao manso, entre otros (Torres, sf).
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Morfologia Vegetal:Es un arbusto que crece mas de 2 metros de altura con corteza blanco
grisacea y exuda un latex translucido. Los tallos crecen con discontinuidad morfolégica en
cada incremento. Normalmente se forman cinco raices, una central y cuatro periféricas.
Las hojas normalmente se forman con 5 a 7 lébulos acuminados, pocos profundos y
grandes con peciolos largos de 10 al5 centimetros y de igual ancho. Arbol con hojas
caducas. Las inflorescencias se forman en posicion terminal-axial de las hojas en las ramas.
Ambas flores, masculinas y femeninas, son pequefias (68 mm), verdoso-amarillo en el
diametro y pubescente. Cada inflorescencia proporciona aproximadamente 10 frutos
ovoides o mas. El desarrollo del fruto necesita 90 dias desde la floracién hasta que madura
la semilla. Las semillas son cdpsulas drupaceas y ovoides. Al inicio son carnosas pero
dehiscentes cuando son secas. Las frutas son capsulas inicialmente verde pero volviéndose
a café oscuro o negro en el futuro. Las semillas estdn maduras cuando el fruto cambia de
color del verde al amarillo. La fruta produce tres almendras negras, cada una
aproximadamente de 2 centimetro de largo y 1 centimetro en el didametro (Torres, sf).

Fisiologia Vegetal

Colocada la semilla con el sustrato adecuado y con buena humedad la germinaciéon toma 5
dias. Se abre la cascara de la semilla, sale la radicula y se forman 4 raices periféricas
pequefias. La germinacion es epigea (cotiledones surgen sobre la tierra). Poco después que
las primeras hojas se han formado, los cotiledones marchitan y se caen (Torres, sf).

Periodo Vegetativo o Ciclo Productivo: Es una planta perenne, cuyo ciclo productivo se
extiende de 45 a 50 aios. Es de crecimiento rapido y con una altura normal de 2 a3 m. En
condiciones especiales llega hasta 5 m. El grosor del tronco es de 20 centimetros con
crecimiento desde la base en distintas ramas. La floracidn en Jatrophapuede presentarse
entre el 1° y 2° aflos en condiciones muy favorables, pero normalmente toma mas tiempo
(3 afos). La produccion de semilla se estabiliza a partir del 4° 6 5° afios. Al parecer la
formacién de flores esta relacionada con el periodo de lluvias. Puede florear nuevamente
después de producir frutos cuando las condiciones permanecen favorables por otros 90
dias, pero después de esta 2a floracidn, la planta no florea nuevamente, sino que se
desarrolla vegetativamente. El desarrollo del fruto toma entre 60 y 120 dias desde la
floracién hasta la madurez de la semilla. La reproduccidn se detiene al inicio del periodo
de lluvias. La germinacion en las semillas tiene una duracién de 15 dias, y puede comenzar
incluso a partir del tercero al quinto dia. El porcentaje de germinacion oscila entre 60 y
90%. (DelaVega, J, sf)

Fenologia:Una plantula de 15 centimetros tiene ya las propiedades para transplante a
campo. El crecimiento es relativamente rdpido. Es una planta perenne, resistente,
creciendo en suelos marginales, produciendo semillas por 50 afios en promedio. A los 8
meses presenta su primer fructificacion. Normalmente la floracion es en Mayo y Julio y la
fructificacién en Julio y Octubre. El fruto es tipo una nuez verde, luego se torna amarilla y
madura tomando un color marrén. Dentro del mismo se encuentran 3 semillas de color
negro. Los suelos para cultivo de Jatropha, deben ser arenosos, ventilados, bien drenados,
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PH entre 5y 7, fertilidad media a escasa y con profundidad minima de 60 centimetros
(DelaVega, J., sf).

Temperatura optima / promedio Altitud:Resiste altas temperaturas y sequias. La planta
nace en todo tipo de terreno y altitud, tanto en terrenos aridos como himedos. La planta
soporta heladas leves de corta duracién, siempre que la temperatura no se presente por
debajo de 0°C. Se desarrolla en altitudes desde el nivel del mar hasta los 1200 metros
preferentemente siendo la mejor condicion con altitud de 600 a800 metros (Torres, sf) y
con precipitacion pluvial desde 300 hasta 1800 milimetros anuales de lluvia 6 mas
(DelaVega, J., sf).

OBIJETIVOS

> Realizar el estudio de cariotipo de Jatropha curcas L. silvestre de Guatemala
> Determinar las regiones de organizacién nucleolar de Jatropha curcas L. silvestre de
Guatemala mediante técnicas de tincidn argéntica Ag-NOR

HIPOTESIS
El complemento cromosémico de Jatropha curcas posee uno 0 mas cromosomas
homadlogos portadores de Regiones de Organizacion Nucleolar (NOR) activos.

METODOLOGIA
DISENO

POBLACION

Se utilizaron especies silvestres de Jatropha curcas L. de Guatemala de las regiones
que presentan mayor diversidad molecular segin estudios de Azurdiaet al, las
cuales corresponden a la regidn sur oriente de Guatemala

MUESTRA
Se tomaron muestras de cercos o delimitantes, pues es rara su presencia como
vegetacion natural, siguiéndose la metodologia de Azurdia et al (2008).

TECNICAS A USAR EN EL PROCESO DE INVESTIGACION

RECOLECCION DE DATOS
Materiales y Métodos

Materiales. Meristemos apicales de plantulas y esquejes de J. curcas L. fueron utilizados
cuando alcanzaron un largo de 0.5 centimetros. El crecimiento de raices fue inducido al
sumergir las plantulas y esquejes en agua destilada a temperatura ambiente y en
oscuridad.
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Esquejes. El material obtenido con este fin se coloco en recipientes con 75 % arena y 25%
tierra en vivero a temperatura promedio de 28°C por un minimo de cinco meses antes de
ser utilizados

Semillas. Las semillas utilizadas fueron colocadas en germinador con temperatura
promedio de 25°C y humedad controlada las cuales presentaron indices de germinacién
menores al 15%. Las plantulas obtenidas fueron sembradas en tierra estéril y regadas con
agua destilada.

Raices. Las raices utilizadas recibieron distintos tratamientos (mencionados en seccién de
resultados) en general para la preparacion de muestras se utilizo laminas portaobjetos y
cubreobjetos, reactivos varios para pre-tratamientos, tratamientos y tinciones (detallados
mas adelante), estereoscopio, microscopio Optico con camara digital, microscopio de
contraste de fases, ordenador, equipo y cristaleria de laboratorio

Tratamientos. Las raicillas aun junto a la planta fueron inmersos en las distintas soluciones
tratantes realizadas con agua destilada. Colchicina fue utilizada en una concentracion del
25% vy las plantulas fueron expuestas por periodos de 24, 18, 12, 6, y 2 horas. Carbamato
en forma de benzimidazol 2-carbamato fue utilizado a 2x10-4 M, y cafeina fue utilizada a
5x10-3 M, por periodos de tiempo de 2,4, 6y 8 horas

Tincion Feulgen. Se realizo en raices pretratadas con colchicina al 25%, fijadas en Farmery
tefiidas con el reactivo de Schiff, previo hidrdlisis con HCl y maceradas en acético al 50%.

Tincién con plata. Un minimo de 200 raices fueron fijadas por 2 horas en una solucién 1:1
(v/v) de 10% formaldehido y 1% hidroquinona. Luego se lavaron con agua destilada tres
veces y se incubaron por una noche en oscuridad a 70°C en una solucién al 2% de nitrato
de plata. Luego de la cual se les realizo un lavado y se colocaron nuevamente en solucién
fijadora por 1 hora. Para posteriormente ser calentadas con dacido acético al 50% y
aplastadas en l[dminas.

ANALISIS DE DATOS

El andlisis citogenético puede realizarse de forma automatizada, el cariotipado automatico
implica el andlisis por computador de imagenes bidimensionales de microscopia dptica
que incluye las siguientes etapas (Graham and Piper, 1994):

1) Captura de la imagen. La luz transmitida a través de la preparaciéon microscopica es
enfocada sobre la diana de una cdmara electrénica y muestreada sobre una rejilla
bidimensional. Los valores de intensidad de brillo (pixel) resultante son almacenados con
nimero en la memoria del ordenador. Estos valores pixel y su posicidn geométrica
constituyen los datos basicos para el analisis subsiguiente.
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2) Segmentacion. Consiste en la posibilidad de aislar el conjunto de valores
correspondientes a un cromosoma, nucleo, nucleolo u otro organelo respecto a la de otros
objetos del campo y de otras estructuras iguales.

3) Medicion. Las mediciones de las caracteristicas de cada regién de la imagen tales como
tamaiio, densidad relativa, eje medio, orientacién, polaridad, perfil, forma, bandeo, se
hacen aplicando formulas matematicas al conjunto de pixeles, por medio de software de
procesamiento de imagenes.

4) Clasificacion. La clasificacion de las regiones de imagen se hace aplicando un
tratamiento estadistico al conjunto de mediciones de las caracteristicas realizadas.

5) Modelo. La interpretacién del significado de la imagen digitalizada mediante
comparacién con un modelo o conjunto de principios generales que predicen como
cualquier entidad bioldgica a las distintas estructuras u organelos en este caso estara
representado en valores pixel.

INSTRUMENTOS PARA REGISTRO Y MEDICION DE LAS OBSERVACIONES

Para la colecta de material biolégico se empleo bolsas plasticas transparentes para colocar
el material utilizado para realizar esquejes y para semillas maduras, mientras las muestras
vegetales para obtencién de DNA se colectaron y guardaron en viales eppendorf en frio
para su traslado a laboratorio, las plantas utilizadas y los sitios de donde fueron tomadas
se registraron con fotografias tomadas con camara digital y GPS para registrar latitud,
longitud y altitud de cada planta madre, los datos descriptivos de plantas y localidades
fueron anotados en libreta de campo.

RESULTADOS

Se colecto un aproximado de 75 a 100 semillas en cada una de las localidades, en las
cuales también se tomaron muestras para esquejes. Los puntos se georreferenciaron con
GPS de las localidades, son las siguientes

Cuadro no. 1. Ubicacién de las localidades de colecta de muestras vegetales de J. curcas L.

UBICACION LATITUD LONGITUD
Sanarate, El Progreso 14.80138 90.20636
Jalapa, Jalapa 14.68232 90.03899
Monijas, Jalapa 14.52386 89.86660
Asuncién Mita, Jutiapa 14.32826 89.70906
Aldea la Pajarita, Jutiapa 14.28193 89.95808
Jalpatagua, Jutiapa 14.08398 90.03222
Moyuta, Jutiapa 13.81660 90.11733
Placetas, Santa Rosa 13.89521 90.25396
Chiquimulilla, Santa Rosa 14.06980 90.37951
Taxisco, Santa Rosa 14.06489 90.45876

Fuente: mediciones hechas con GPS en el momento de colecta
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A las semillas colectadas se les realizé mediciones de largo, ancho, y hacia ambos lados de
la sutura en el centro de la semilla (Ver anexo 1). De la poblacién de individuos silvestre de
Jatropha curcas de las localidades de Jutiapa, Jalapa, Progreso, Santa Rosa, y la variedad
cabo verde. Se evalud una media de los tamafios y morfometria de las semillas por analisis
de componentes principales, con correccién por el método de distancias euclidianas,
utilizando el programa RcomanderBiodiversity.

Cuadro No. 2 ”"Medias de tamafios medido en semillas de J. curcas L.”

Ancho Ancho
Localidad Alto (1) x1 x2 (2)
Progreso 1.8244 0.9590 0.9024 0.9010 0.8788
Jalapa 1.6750 1.0652 0.9692 0.9724 0.9092
Jutiapa 1.7840 1.1118 0.9932 0.9946 0.9452
Santa Rosa 1.5280 1.1790 0.9510 0.9330 0.9070
Cabo Verde 1.8294 1.1450 0.9562 0.9488 0.8756

Medidas de las semillas: alto es las longitud total de la semilla, Ancho (1) corresponde al
ancho medido a la mitad de la semillas opuesto a la sutura longitudinal, x1 es la medida de la
cara izquierda a la sutura, x2 es la medida a la cara derecha a la sutura y Ancho (2)
corresponde a la medida de ancho a la mitad del alto desde la sutura hacia atras.

Ancho (2) Ancho (1)

Progreso
Jalapa
Jutiapa
Santa Rosa
- Cabo Verde

Figura no. 1 "Medias de tamafios medido en semillas de J. curcas L.”

La longitud (alto) de las semillas tuvo un intervalo de variacion de 1.52 a 1.83 que
corresponde a las localidades de Santa Rosa y Cabo Verde, mientras el ancho mantiene
intervalos entre 0.95 y 1.18 que corresponde a las localidades de Progreso y Cabo Verde,
las semillas de menor tamafio como se muestra en la figura no uno son las
correspondientes a la localidad de Santa Rosa en color verde las cuales muestran una
tendencia hacia la redondez, mientras las semillas de Jutiapa en color naranja, Progreso
en color azul cielo y Cabo Verde tienden en color violeta tienden a ser ovoides.

Cuadro no. 3 Analisis de componentes principales. Estadisticos
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Comp. 1 Comp. 2 Comp. 3 Comp. 4

Desviacién estandar 1.6415 0.8181 0.6509 0.4611
Proporcidn Varianza 0.6736 0.1673 0.1059 0.0531
Proporcion acumulada 0.6736 0.8409 0.9469 1.0000

05
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Figura no. 2. Grafica de componentes principales

La figura no. 2 de componentes principales muestra que no existe separaciéon de grupos
entre los individuos, los cuales forman un Unico grupo, indicando que no existen
diferencias en forma en semillas de J. curcas L. de las localidades de Santa Rosa, Jutiapa,
Jalapa y Progreso (Guatemala) y la variedad Cabo Verde.

No se encontré variacién morfométrica entre localidades en el de Jutiapa, Jalapa, Progreso
y Santa Rosa de Guatemala y la poblacién de individuos de la variedad Cabo Verde,
indicando que estas poblaciones geograficamente aisladas, no presentan diferencias
significativas en cuanto a la forma de sus semillas, pero puede diferenciarse que existe
diferencias en cuanto a tamafio para las semillas de cada una de las localidades.

Germinacion. Se coloco en germinador a 25°C y humedad constante semillas de J. curcas L.
en bloques de 50 semillas, de las cuales se obtuvieron plantulas de las localidades de
Santa Rosa, Progreso y Jalapa. Las plantulas obtenidas se sembraron en tierra estéril y se
suministro agua destilada cada tres dias durante las primeras dos semanas de vida de las
plantas (Ver anexo 2)

La cantidad de plantulas obtenidas a partir de germinacién fue mucho mas baja de la
reportada en literatura la cual oscila entre 60 y 90%. (DelaVega, J, sf) la localidad que
presento el menor indice de germinacidn es Jutiapa a pesar de presentar las semillas de
mayor tamafio (ver anexo 1 “medidas de semillas J. curcas L.”)

Las plantulas presentaron una sobrevivencia promedio de tres semanas luego de la cual
empezaron a morir, las que sobrevivieron perdieron sus raices que sufrieron pudricion,
estas se conservaron en vivero hasta la obtencién de nuevas raices.
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Esquejes. Se obtuvo esquejes viables y con raicillas de las localidades de Progreso, Jalapa y
Santa Rosa. Las muestras precedentes de Jutiapa no presentaron crecimiento de raices.

Estudio de cariotipo. Se emplearon las metodologias descritas por Curtis (1981) para
preparaciones cromosémicas en plantas, siendo estas coloraciones con acetocarmin,
acetorceina, orceina lacto-propidnica y coloracion Feulgen.

Maceracion del tejido: los mejores resultados se consiguen dejando en farmer por 1 hora a
temperatura ambiente, lavado en etanol al 70% , posterior hidrélisis con acido clorhidrico
1IN por diez minutos, en doce minutos se consigue una excelente maceracion del tejido
pero se pierde el ADN. La maceracién en farmer a 70°C tampoco produce los resultados
deseados puesto que no se consigue separar células en una monocapa cuando se trabajan
los métodos de la orceina y el carmin. La mejor separacién de células se consigue en
Feulgen utilizando hidrdlisis con acido clorhidrico 1IN en intervalos entre 10 y 11 minutos y
dejando en Reactivo de Schiff un minimo de 35 minutos.

Los métodos utilizados fueron modificados con el fin de obtener mejores resultados pero
ni los descritos por Curtis ni las modificaciones realizadas a dichas metodologias
permitieron obtener imagenes de cromosomas evaluables.

Fuente: Lima, M.
Figura no. 3 Coloracion con acetocarmin de células de J. curcas L. Las células no logran ser
maceradas pero el procedimiento destruye el material genético celular.

Fuente: Lima, M.
Figura no. 4 Coloracidon con acetorceina de células de J. curcas L. Las células no logran ser
maceradas pero el procedimiento destruye el material genético celular.
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Fuente: Lima, M.
Figura no. 5 Coloracion con orceina lacto-propidnica de células de J. curcas L. Las células
no logran ser maceradas pero el procedimiento destruye el material genético celular.

Fuente: Lima, M.
Figura no. 6 Coloracién Feulgen de células de J. curcas L. Las células logran ser maceradas
y se observan nucleos celulares pero el procedimiento destruye parte del material
genético celular, cromosomas no consiguen verse condensados

Clusters de rDNA con actividad trasncripcional en interfase

Las células meristemdticas muestran en su mayoria un solo nucleolo fusionado en
interfase mientras el resto muestra dos o mas nucleolos por nucleo. Puesto que el arreglo
del rDNA en una célula normal es muy disperso es imposible saber cuantos cluster son
activos en interfase. Pero como la actividad trasncripcional de un NOR es estrictamente
necesaria para la formacion de un cuerpo pre-nucleolar y otros componentes
prenucleolares que se acumulan para la formacién de un nucleolo al inicio de cada nuevo
ciclo, el nUmero maximo de nucleolos observables es una buena medida del nimero de
NORs activos.

Reactivacion de los NORs silenciados

Las raices fueron tratadas con un agente multipolarizante (carbamato0.3 mM) y luego con
un inhibidor de citocinesis (5 mM cafeina) lo cual produce células que contienen el
complemento tetraploide completo de cromosomas, es decir, un juego 4n de cromosomas
resultantes de la anafase por segregacion de las cromatidas hermanas, que estan
distribuidos al azar en mas de dos nucleolos en una sola célula multinucleada.
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Figura no. 5 Tincién con plata de nucleolos de J. curcas L. en
células meristematicas. Célula diploide con un solo nucleolo.

Figura no. 6 Tincidn con plata de nucleolos en células meristematicas de J. curcas L. Célula
diploide con dos nucleolos.

Figura no. 7 Tincion con plata de nucleolos en células meristematicas de J. curcas L. Célula
diploide con tres nucleolos.

Figura no. 8 Tincidn con plata de nucleolos en células meristematicas de J. curcas L. Célula
con dos nucleos cada uno con un nucleolo activo.
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Cuadro no. 3. Distribucién de los nucleolos en células (2n+2n...) multinucleadas

Nucleolos por  Nucleolos por .
P P Porcentaje*

célula nucleo
2 2 45.90
3 3 4.92
2 1,1 34.42
3 1,2 9.83
4 2,2 3.28
7 2,5 1.64

* El nimero de células contadas fue de 1,500

Cuadro no. 4. Porcentaje de células con mas de tres nucleolos a diferentes tiempos de exposicion a cafeina.

Horas
2 3 4
Células 33.3 33.3 33.3

* El nimero de células contadas fue de 1,500
DISCUSION DE RESULTADOS

La localidades escogidas para colecta de materia vegetal de J. curcas L. fueron
seleccionadas siguiendo la metodologia de Azurdiaet. al. en la regién sur — oriente de
Guatemala colectdndose materia vegetal en radios promedio de un kildmetro de los
puntos referenciados segln su ocurrencia, puesto que la planta se encuentra dificilmente
como vegetacion natural (Azurdiaet. al., 2008). La mejor forma de estudiar el numero,
morfologia y conducta mitética de los cromosomas es a partir de apices de raices (Curtis,
1981). Por ello se planteo el estudio a partir de plantulas obtenidas de semillas, las cuales
no pudieron utilizarse en todos los casos por ello se utilizo raices de esquejes obtenidos en
las mismas localidades indicadas (ver cuadro no. 1). Los aplastados deberian de mostrar
células bien separadas y aplanadas con los cromosomas bien tefiidos, lo cual deberia
obtenerse ablandando el tejido mediante maceracidn, tifiendo, separando y aplanando las
células. Tanto el procedimiento con acetorceina propuesto para este estudio como los de
acetocarmin y orceina lacto-propidnica no proporcionaron un adecuado macerado celular,
para obtener una capa mono-celular el tejido somatico se debe someter primero a
maceracion por hidrélisis con acidos minerales, la hidrélisis con HClI 1N a 60°C se probo a
intervalos de tiempo entre 5 y 30 minutos pero los periodos cortos apenas lograron
separar en varias capas celulares y los periodos mas prolongados no consiguen macerar las
células sin destruir el contenido celular, debe considerarse que las células obtenidas de
raicillas de esquejes no muestran las mismas caracteristicas fisicas que las obtenidas de
semillas, puesto que la potencialidad de las células somaticas del embriéon es mucho
mayor que las de esquejes de plantulas de esquejes de edad desconocida, los cuales
producen raices mucho mas fibrosas y de menor didmetro, razén por la que las células que
pueden observarse de dicho material son de menor tamafio que las que pueden obtenerse
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de plantulas de semillas. Segin Sharma y Sharma (1965) el método de maceracién mas
confiable, y que no causa dafo a las partes celulares es el tratamiento con enzimas como
pectinasa. La observacion de cromosomas mitéticos de J. curcas L. macerando con acido
mineral presenta el problema de no conseguir separar el tejido celular en una mono-capa,
probablemente por no conseguir disolver las pectinas de la ldmina media por lo que no se
ablanda el tejido vegetal mientras el periodo de exposicidn que consigue separar las
células también destruye el contenido celular. El uso de enzimas como pectinasa, celulosa
0 una combinacion de ambas puede facilitar el aplastado celular (Cataldo et al., 1974). El
procedimiento con Feulgen utilizando el reactivo de Schiff consigue la coloracion de
nucleos en interfase lo cual sugiere que existe la posibilidad que los otros colorantes
empleados no consigan colorear el material nuclear, aunque las células se observan
fuertemente tefiidas, el reactivo de schiff consigue combinarse con grupos aldehidos por
medio del acido sulfuroso de la fucsina basica que produce un complejo coloreado una vez
qgue el ADN ha sido fijado con acido mineral que rompe los enlaces purina-base que
expone los aldehidos de las desoxirribosas de la molécula del ADN (Curtis, 1981), el
material genético del pifidén consigue teiiirse con Schiff , por lo cual el andlisis sistematico
de cromosomas puede valerse de esta técnica para estudiar NORs.

El presente estudio de actividad de los genes de rDNA esta basado en tres cuestiones
sobre la organizacion y regulacién de los genes ribosémicos: 1) los clusters de rDNA se
encuentran distribuidos en solo uno o algunos de los cromosomas del genoma diploide
existiendo polimorfismo entre homadlogos. El DNAr de J. curcas L. se encuentra en clusters
distribuido en solo algunos de los cromosomas de su complemento diploide, los datos
obtenidos indican que existen al menos cuatro clusters de DNAr; 2) solo dos de los cluster
de rDNA se encuentran activos en la transcripciéon durante la telofase, comprobado en
células analizadas en telofases tardias; y 3) los NORs silenciosos inactivos pueden ser
reactivados por separacién de los dominantes en diferentes nucleos en una célula
multinucleada. Las células multinucleadas probaron que los NORs silenciosos pueden ser
reactivados y que estos genes forman nucleolos (Panzeraet. al.,1996).

El método empleado produce células multinucleadas con un complemento cromosémico
duplicado segregado al azar en varios nucleolos que comparten un ambiente
citoplasmatico comun, esto es un indicador de la actividad génica de las sedes de ADNr
mediante microscopia éptica convencional (Howell, 1982). Esto permite demostrar que las
NORs no son pseudogenes que han perdido permanentemente su capacidad de transcribir
y de formar nucleolos. Los factores involucrados en la activacién de la transcripcion del
rDNA podrian entonces ser intranucleares y no dispersos si es que fueran citoplasmaticos
o dispersos. Al segregar los NORs silenciosos lejos de los NORs activos no se espera que se
libere la represién como en el caso observado en hibridos donde la represiéon puede darse
como resultado de la meiosis, donde los NORs pueden formar un nucleolo cuando son
separados de los dominantes por una envoltura nuclear (Wallace and Eldrege, 1971). Al
menos dos de las regiones de organizacion nucleolar que normalmente fallan en el
desarrollo del nucleolo en células normales mononucleadas son capaces de desarrollar un
nucleolo cuando son segregadas a distintos nucleos en la misma célula cuando se tratan
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con un agente multipolarizante, ya que se encontraron hasta cuatro nucleolos por célula 'y
un unico caso en el cual se encontré la formacion de siete nucleolos en la misma célula, lo
cual podria indicar que existen mas de cuatro NORs para J. curcas L., es decir, que existen
al menos cuatro cromosomas portadores de regiones NOR pudiendo haber mas de ellos y
gue en que caso de no haber mas de cuatro uno o algunos de estos portan mas de una
region.

CONCLUSIONES

La observacidon de cromosomas mitoticos de J. curcas L. macerando con acido mineral no
consigue separar el tejido celular en una capa unicelular cuando se desea colorear
cromosomas, por lo cual es imposible obtener el cariotipo J. curcas L. por el método de
Belling

El DNAr de J. curcas L. se encuentra en clusters distribuido en solo algunos de los
cromosomas de su complemento diploide, existen al menos cuatro clusters de DNAr de
los cuales solo dos se encuentran activos en la transcripcién durante la telofase, mientras
los NORs silenciosos inactivos pueden ser reactivados por separacién de los dominantes
en diferentes nucleos en una célula multinucleada, estos NORs silenciosos agrupan genes
capaces de forman nucleolos.

RECOMENDACIONES

El estudio de pifidn debe integrar una caracterizacion génica de la planta por tanto los

estudios a nivel molecular realizados deben considerar como actua la de expresion de los
genes polimorficos y la incidencia entre esta y la expresion como fenotipo de las plantas
de origen guatemalteco, ya que estas estan siendo utilizadas con fines de mejoramiento.

Analizar el comportamiento de la anfiplastia, ya que la observacidn de la anfiplastia puede
funcionar para diferenciar entre hibridos de Jatropha.

El uso de enzimas como pectinasa, celulosa o una combinacidon de ambas puede facilitar
el aplastado celular, también se recomienda realizar modificaciones al procedimiento
Feulgen pues este consigue aunque pobremente colorear el ADN.

Se recomienda realizar hibridacion in situ fluorescente del DNA con una sonda de rDNA
para comprobar el nimero y los sitios de las Regiones de Organizacién Nucleolar.
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ANEXOS
ANEXO |

“Mediciones de semillas de J. curcas L.”

Sutura

M

Alto

Jutiapa

Ancho Ancho 26 190 115 095 0.90 0.89
No. Alto (1) 1 2 (2 27 180 095 080 080 0.80
1 1% 120 100 110 055 28 160 1.00 090 0.80 0.80
2 15 130 105 1.00 1.00 29 160 099 0.80 0.80 0.80
3 18 129 105 110 099 30 170 1.00 0.90 090 0.80
4 180 120 099 099 0.0 31 150 1.00 090 0.80 0.80
5 1% 120 105 1.05 0.99 32 160 1.00 0.89 0.89 0.80
6 190 120 1.00 099 050 33 175 1.00 090 1.00 0.89
7 18 115 110 1.00 1.05 34 190 125 1.09 1.9 0.95
8§ 175 110 100 115 110 35 190 125 1.09 1.9 1.00
9 179 120 050 055 085 3 160 099 100 130 0.85
10 190 125 109 1.00 0.95 37 180 120 095 095 0.90
11 189 110 110 1.00 1.10 38 175 109 090 090 0.89
12 179 115 099 119 115 39 190 120 110 105 1.00
13 190 1.00 120 110 1.12 40 180 120 109 120 110
14 179 110 1.00 120 1.15 41 175 110 099 090 0.89
15 170 110 105 1.00 1.00 42 190 119 105 099 090
16 170 1.00 085 0.95 0.89 43 160 100 090 085 0.85
17 180 110 085 099 085 44 160 100 089 089 0.85
18 180 115 095 0.95 0.90 45 179 120 110 115 120
19 175 105 1.05 0.99 0.90 46 155 100 089 085 0.80
20 160 095 099 0.80 0.85 47 190 125 109 100 0.5
21 18 099 100 0.85 0.90 48 189 110 110 100 1.10
22 175 110 100 030 0.5 49 179 115 099 119 115
23 18 115 100 099 0.99 50 190 1..00 120 1.10 1.12
24 179 115 095 095 0.90

N
(¢,

1.89 115 0.99 095 0.90
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Progreso
No Ancho Ancho 26 180 1.00 095 0.90 0.89
Alto (1) 1 2 2 27 185 095 090 090 0.89
1 17505 050 085 080 28 190 095 090 0.90 0.89
2 170 100 050 050 0.0 29 190 095 090 090 0.89
3 185 09 05 0959 050 30 1.80 095 090 0.90 0.89
4 180 099 050 050 085 31 190 099 090 0.90 0.89
5 175 05 08 0955 090 32 185 095 090 090 0.89
6 180 099 089 050 089 33 1.80 1.00 090 090 0.0
7 180 05 050 050 089 34 185 099 095 0.90 0.90
8 185 05 100 050 050 35 1.85 099 0.89 0.90 0.85
9 175 05 085 089 085 36 1.90 1.00 095 090 0.89
10 1.85 1.00 090 090 0.90 37 195 100 090 090 090
11 169 095 0.80 0.85 0.80 38 185 095 089 090 089
12 190 099 090 090 0.90 39 189 095 090 099 090
13 1.80 1.00 090 090 0.90 40 180 090 089 089 0.5
14 179 095 090 090 0.90 41 180 090 099 090 090
15 1.85 1.00 090 090 0.90 42 185 095 090 090 0.5
16 1.80 1.00 090 090 0.90 43 180 095 090 090 089
17 175 095 090 090 0.89 44 170 090 089 089 080
18 1.80 099 090 090 0.90 45 180 090 090 085 085
19 190 095 090 090 0.85 46 190 099 090 090 089
20 1.80 095 090 090 0.89 47 185 095 090 090 089
21 185 090 085 090 0.80 48 180 100 090 090 090
22 175 095 090 085 0.80 49 185 099 095 090 090
23 185 095 090 090 0.90 50 185 099 089 090 085
24 180 095 090 090 0.90
25 190 095 090 095 0.90
Santa Rosa
Ancho Ancho 16 160 1.20 095 0095 0.95
No. Alto (1) 1 2 (2 17 150 1.15 095 095 0.90
1 150 115 095 095 050 18 150 1.10 095 0.90 0.90
2 150 110 095 050 050 19 150 1.15 095 0.90 0.90
3 150 115 095 050 050 20 150 1.20 090 090 0.90
4 150 120 050 050 0.0 21 150 120 1.00 1.00 0.90
5 150 120 100 100 0.0 22 160 120 0.95 095 0.90
6 160 1.20 095 055 0.0 23 150 1.20 0.95 090 0.90
7 150 120 035 050 0.0 24 160 120 0.95 095 0.95
8 160 120 055 0355 055 25 150 1.15 0.95 095 0.90
9 150 115 055 055 0.0 26 150 1.10 095 090 0.90
10 150 110 095 050 050 27 150 115 095 090 0.90
11 150 1.15 095 0.90 0.90 28 150 120 090 090 0.0
12 150 1.20 090 0.90 0.90 29 150 120 100 100 0.0
13 150 1.20 1.00 1.00 0.0 30 160 120 095 095 090
14 160 1.20 095 095 0.90 31 150 120 095 090 090
15 150 1.20 095 090 0.90 32 160 120 095 095 095
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33 150 1.20 1.00 1.00 0.0 42 160 120 095 095 0.90
34 160 1.20 095 095 0.90 43 150 120 095 090 0.90
35 150 1.20 095 090 0.90 44 160 120 095 095 0.95
3 160 120 095 095 0.95 45 150 115 095 090 0.90
37 150 1.15 095 095 0.90 46 150 120 090 090 0.90
38 150 1.10 095 0.90 0.90 47 150 120 100 1.00 0.90
39 150 1.15 095 090 0.90 48 160 120 095 095 0.90
40 150 120 090 090 0.90 49 150 120 095 090 0.90
41 150 120 1.00 1.00 0.90 50 160 120 095 095 0.95
Jalapa
Ancho Ancho 26 190 1.09 1.00 1.00 0.99
No. Alto (1) 1 2 (2 27 190 110 099 099 091
1 05 115 110 110 1.00 28 170 1.00 090 0.89 0.80
2 05 119 105 105 1.00 29 170 1.00 090 090 0.85
3 05 115 110 105 1.05 30 175 120 1.00 1.20 0.9
4 18 110 105 1.05 1.00 31 190 120 1.05 120 1.10
5 180 110 110 110 1.00 32 175 115 120 095 1.00
6 180 110 105 1.00 055 33 1.85 119 120 1.00 1.00
7 180 115 105 105 1.00 34 1.60 095 0.90 090 0.80
8 180 115 100 1.00 1.00 35 1.65 090 0.80 0.85 0.80
9 180 110 105 105 1.00 36 1.60 1.00 090 091 0.90
10 1.85 1.15 110 115 1.00 37 150 095 085 089 080
11 1.8 1.15 1.05 1.05 1.00 38 150 090 075 079 070
12 180 1.15 1.05 1.05 1.00 39 150 095 080 085 070
13 160 1.10 090 1.10 0.90 40 170 109 110 090 0.90
14 170 100 095 055 055 41 170 1.00 090 090 0.89
15 160 110 1.00 080 080 42 180 110 095 099 090
16 160 095 090 0.90 0.80 43 190 109 099 095 095
17 165 090 0.80 0.85 0.80 44 190 109 100 100 099
18 160 1.00 090 091 0.90 45 190 110 099 099 091
19 150 095 0.85 0.89 0.80 46 170 1.00 090 089 080
20 150 090 075 079 0.70 47 170 100 090 090 085
21 150 095 080 085 070 48 175 120 100 120 099
22 170 1.09 110 050 0.0 49 190 120 1.05 120 1.10
23 170 1.00 050 050 0.89 50 1.70 1.00 0.90 090 0.85
24 180 110 095 099 0.90
25 190 1.09 099 095 0.95
Cabo Verde
Ancho Ancho 8 190 120 100 1.00 0.95
No. Alto (1) 1 2 2 9 185 125 1.00 100 0.0
1 18 110 1.00 100 0.50 10 179 1.10 090 110 0.85
2 185 110 100 099 089 11 190 1.15 095 0.90 0.95
3 15 120 100 1.00 0.0 12 190 1.15 095 095 0.85
4 18 110 050 110 0.0 13 190 115 110 1.00 1.05
5 15 110 095 1.05 050 14 190 1.20 095 0.5 0.85
6 189 115 055 120 1.00 15 185 1.15 090 0.95 0.85
7 180 125 100 055 050 16 185 1.15 1.00 095 0.90
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17 185 1.15 0595 1.15 1.00
18 1.80 1.19 1.19 080 0.85
19 180 1.15 090 0.90 0.89
20 190 1.19 090 0.0 0.80
21 195 1.19 1.00 1.00 0.89
22 180 115 095 090 0.80
23 175 115 090 0.85 0.85
24 190 1.15 1.00 0.0 0.90
25 180 1.10 090 0.85 0.80
26 180 1.10 090 090 0.80
27 180 110 099 090 0.8
28 185 1.10 090 0.0 0.80
29 170 1.12 1.05 050 0.80
30 175 110 100 1.05 1.00
31 165 115 080 0.85 0.80
32 160 110 095 050 0.90
33 185 1.00 085 120 1.00
34 160 105 095 080 0.75
35 190 120 095 095 0.85
36 185 115 090 095 0.85
37 185 1.15 1.00 0.5 0.9
38 185 115 095 115 1.00
39 1.80 1.19 1.19 0.80 0.85
40 180 115 090 090 0.89
41 190 119 090 090 0.80
42 195 119 1.00 1.00 0.89
43 180 115 095 090 0.80
44 175 115 090 085 0.85
45 190 1.15 1.00 0.0 0.90
46 180 110 090 0.85 0.80
47 180 110 090 0.90 0.80
48 180 115 090 090 0.89
49 190 119 090 090 0.80
50 180 1.15 090 0.90 0.89
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ANEXO Il
Germinacion J. curcas L.

“Germinacion y sobre-vivencia de plantulas de J. curcas L.”

Localidad de la Semillas Porcentaje de Plantas

semilla germinadas germinacion sobrevivieron
Santa Rosa 22 44 8
Jalapa 18 36 9
Progreso 29 58 15
Jutiapa 6 12 0
Cabo verde 28 56 16
Porcentaje de Germinacion general 41.2

La tabla muestra las localidades de procedencia de las semillas y la cantidad de semillas que germino en cada bloque, el cual,
se conformo de 50 semillas cada uno para cada una de las localidades.

A)

B)

Lima, M

Figuras A), B) y C). Germinacion epigea de semillas de J. curcas
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