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RESUMEN

El género Marathrum, se distribuye desde México hasta centroamérican, norte de Sudamérica y las
Antillas. En México Se han reportado fas siguientes 6 especies; M. elegans Royen, M. haenkeanum Engt.,
M. rubrum Novelo y Philbrick, M. tenue Liebmann, M. trichophorum Royen y M. schiedeanum Cham.

En este trabajo se realizd un estudio carioldgico en el génaro Marathrum, con la finalidad de aportar
informacién que contribuya a la sistematica de la familia Podostemaceae.

Se utilizaron semillas de cinco especies del género Marathrum, 1as cuales fueron colectadas en el
campo para la técnica de mitosis, y botones florales fijados en el momento de la colecta para la técnica de
meiosis. La germinacin de semillas se llevd a cabo por dos métodos diferentes; En cajas de petri y enun
acuario.

El método que proporciond resultados positivos para la germinacién de semillas y de crecimento de
meristemos apicales activos; es ulilizando un acuario con condiciones controladas de fotoperfodo,
temperatura, pH, oxigenacion y de concentracidn de nutrientés.

Se determing el nimero cromosdmico diploide 2p=28 para las poblaciones de las siguientes
especies; M. elegans, M. haenkeanum, M. rubrum y M. tenue. Se sugiere que e} ndmero basico para el
género Marathrum en México es x=14. S6lo fue posible determinar el nimero cromosomico haploide para
M. hasnkeanum con n=14,

Se hicieron estudios de las caracterfsticas cromosémicas analizadas de fas fotograffas tomadas para
cada especie, se cbservaron diferencias en la longitud total de la cromatina y presentaron los siguientes
valores; 35.3, 34.5, 3251 y 40.61 um para M. haenkeanum, M. rubrum, M. elegans y M. tenue
respactivamente.

De acuerdo al andlisis cariotipico, M. rubrum se considera cariotipicamente mas primitivo que M.
haenkeanum; ya que M. rubrum presentd mayor nimero de cromosomas metacéntricos y por lo tanto un
cariotipo més simétiico. E! cariotipo de M. haenkeanum se ha modificado probablemente por inversiones
pericéntricas y translocaciones homocigoticas desiguales.
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INTRODUCCION

Debidoa su situacion geografica en el continente americano, en la Replblica Mexicana se concentra
una gran diversidad de especies vegetales, que representan casi todos los grandes biomas que se han
desciito en el mundo (Rzedowski, 1391). El alto porcentaje de endemismas, cercana al 10% en el caso de
los géneros y 52% en el casa de las especies, de las 220 familias, 2400 géneras y 22000 especies
conocidas de fa Flora Fanerogdmica son, en gran parte, ios exponentes de la riqueza florlstica del pais
(Rzedowski, 1991),

Dentro de esta flora, las plantas acuaticas son parte importante de las cuerpes de agua (Bonilia-
Barbosa y Navelo, 1995). t.a flora vascular acuética de Méxica esta representada par 84 familias, 258
géneros y 747 especies (Lot et al., 1993). De las angiospermas acudticas, la familia Podoslemaceas es la
mas diversa, representada en el mundo por aproximadamente 270 especies en 48 géneros (Coak, 1990;
Philbrick y Novelo, 1993; Royen, 1951).

Rayen (1951) realiz6 la ravision taxonémica de fa familia Podostemaceae en ef Nuevo Munda y
propusa las subfamilias Podostemaideae y Tristichaideae, compuesta cada una por dos tribus, Willis (1914)
y posteriormente Cussety Cusset (1988) propusieron elevar a [a subfamilia Tristichoideae a nivel de famifia.
Los estudios taxondmicos de esta familia muchas veces se han visto obstaculizados por fa presencia de un
alto grado de polimorfismo y material insuficiente para la realizacion de las clasificaciones y a lo camplicado
de su colecta debida al tipa de habitat en el que se encuentran (Philbrick y Navelo, 1995; Royen, 1951).

Los trabajos taxondmicos en la familia Podostemaceae se basan principaimente en estudios
morfoldgicos y anatémicos, y en menor grado incluyen estudias embrioldgicos, palinolégicos, fitoguimicos
y citogenéticos.

Los estudios citogenéticos determinan la varacion genética y sus causas, informacion que es
fundamental para conacer que tan plasticos son las genotipos entre y dentro de las diferentes porciones de
un rango ecolégico, tamanda en consideracidn el sistema reproductivo, ciclo de vida y grado de intercambio
genético en las poblacianes (Kenton, 1986). Los analisis citagenéticos, de acuerdo con Stebbins {1971),
pueden contribuit al entendimiento de las relaciones sistematicas dentro de un grupa de plantas (de nivel
taxondmica mayor) y permitir una reorganizacidn del sistema taxondmico del grupo en cuestian.

El campo de a citogenética clésica comprende bésicamente el andlisis del comportamiento de los

cromosomas durante fa mitosis y la meiosis.



El género Marathrum, es el mejor representado de la familia Podostemaceae en México, debido a
que cuenta con el 20% de las especies descritas para America. EI conocimiento taxondmico del género
Marathrumes confuso, ya que existen problemas de delimitacion a nivel genérico (Royen, 1951). La finalidad
del presente trabajo es determinar ¢! nimero cromosémico de fas especies mexicanas, empleando técnicas
citogenéticas que permitan el andlisis de las caracleristicas morfologicas de los cromosomas tanto en células
somaélicas como en células gaméticas, como una aportacion a la sistemética de las Podostemaceae.

ANTECEDENTES

CITOGENETICA

La citogenética es la ciencia que estudia la comelacidn de las caracteristicas genéticas y citoldgicas
de los organismos. Su desarrollo comienza a partir de la teorfa cromosdmica planteada por Sutton y Boveri
(1903), la cua! afirma que los cromosomas son los portadores de la informacion genética, base material de
la hergncia (Moore, 1979; Saez y Cardoso, 1978). Comprende escencialmante el estudio de la regularidad
de la distribucion de los genes de célula a célula (mitosis), de generacidn en generacion (msiosis), asi como
su origen y la relacion con la transmision y la recombinacién génica (Garcia, 1988; S4ez y Cardoso, 1978).
El desarrollo de esta ciencia, impulso de forma importante e! inicio de los esludios citogenélicos como una
herramienta Gtil en la exploracion de los recursos genéticos vegetales (Palomino, 1986).

MITOSIS

Los cromosomas son entidades permanentes del nicleo celufar, su aspecto depende del estado
fisioldgico en que se encuentre la célula, pueden estar en forma de delgados filamentos como se prasentan
en interfase nuclear o bien como elementos de forma y lamafio caracteristicos en las fases finales de la
division célular (Sdez y Cardoso, 1978).
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Los cromosomas mitdticos son observados en células somaticas abtenidas de tejido meristematico,
las cuales son sometidas a tratamientes de diversos mitostaticos, previos a la fijacion y tincién (Garcia, 1988;
Mercado y Lira, 1994). Con esta técnica se obtiene el namero cromosomico somatico (2n) de una planta
o un grupo de plantas relacicnadas, la estructura de los cromosemas o cariotipes, asi como fos niveles de
poliploidia (Palomino, 1995). Con esta informacion se determina el nimero bésico (x) de grupos de
ligamiento génico y cudntas veces se repiten, proporcionando un indicador répido de fa similitud génica entre
poblaciones y especies (Kenton, 1986).

Cariotipo e idiograma

El cariotipo es la apariencia fenotipica del complemento cromosdmico particular de un individuo o
grupo afin de individuos y estd definido tanto por el nimere como por la forma de los cromosomas en
metafase mitdtica (John, 1976; Lewistky, 1931; Stebbins, 1971).

Los cariotipos se definen con respecto a seis caracteristicas cromosémicas: a) nimero basico (x),
b) tamano absoluto, ¢) tamafio relativo, d) relacidn de brazos, €) namero y tamafo de constricciones
secundarias, f) distribucidn y tamario de segmentos hetero y gucromaticos.

a) Numero basico. Representa el nimero monoploide mas pequefio de cromosomas de una serie
poliploide (Rieger et al, 1982). Es una de las caracteristicas mejor conocidas y la mas utilizada en la
determinacidn ds la posicion taxondmica y filogenéticade las especies. Géneros, especies e incluso familias
relacionadas, poseen a menudo ndmeros cromosdmicos del mismo orden de magnilud (Morén,1949;
White,1957).

b) Tamafio absoluto. Se refiere a la longitud y al didmetro (expresado en micrémetros) del total y
de cada uno de los cromosomas. La longitud individual de los cromosomas metafasicos puede variar desde
menos de una inicrémetro hasta mas de treinta. Sin embargo, los tamaros més frecuentes sonentre 3y 5
micrémetros (Swason et al., 1968).

¢) Tamano relativo. Es la relacién que guarda la longilud de un cromosoma particular con respecto
a los demds y al total del genomio. Esta es una caracteristica constanle y permite la identificacién y
clasificacion del complejo cromosomico. Los distintos pares de cromosomas se arregian en ordendecreciente
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de tamafo y se numeran progresivamente, partiendo de uno para el par mas largo (Gareia, 1988). Esta
relacidn puede ser estimada como el porcentaje con respecto & 1a longitud total del genomio tomado como
100%. Esto permite visualizar mas claramente las diferencias o similitudes entre los cromosomas de

genomigs o especies diferentes.

d) Relacion de brazos. L.a morfologa cromosémica es determinada por la posicion del centramero
{Garcia, 1988).

La posicién del centromero (también llamada constriccion primaria) se caracteriza por su gran
constancia y constituye un marcador ttil en la identificacion mortoldgica de los cromosomas. El centrémero
separa al cromosoma en dos regiones 0 brazos y su localizacion puede ser expresada en términos de
relacin de brazos, que se esltima mediante Ia divisién de longitud de! brazo largo entre la del brazo corto.
Deacuerdo a laposicion del centrémero, Levan et al. (1964) clasifican a los cromosomas en cuatro grupos:
m(metacéntricos), sm (submetacéntricos), st (subtelocémricos)vy t{telocentricos). Cada uno de estos grupos
se caracleriza por una magnitud definida de su refacion de brazos.

¢) Conslricciones secundarias. Es otra caracteristica utilizada en el anatisis cariotipico, en particular
para marcar clerlos cromasomas. Son estrechamientos constantes en su posicion y tamafio (cortas o largas)
en algunos casos estdn estrechamente relacionados con el lugar en que se encuenira el organizador
nucleolar. La region organizadora nucleolar (NOR) estd constituida por un conjunto de copias de genes que
cadifican para el ARN ribosomico (ARNr).

El nimero de cromosomas que presentan constricciones secundarias de cada célula varia de una
gspecie a olra; la presencia de por lo menos uno, garantiza que se produzca la sintesis protéica, ya que su
funcidn es fa sintesis del ARN de los ribosomas que se encargan de realizar Ia lectura de los ARN
mensajeros durante el proceso de traduccion,

Un segmento cramasdmico separado del cuerpo principal del cromosoma mediante una constriccion
secundaria, se denomina satélite y puede ser tarminal o intercalar.

{) Heterocromatina y eucromatina. El término heterocromatina se utiliza para describir clertas
regiones del cromosoma que tienen una estructura densa y se colorean intensamente confa tincidn durante
la interfase del ciclo celular, mientras que el término eucromatina se emplea para designar segmentos
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restantes del cromosoma que pierden gran parte de su identidad visual durante la interfase. Dicha
caracleristica se debe af grado en empaquetamiento de la cromatina y determina la actividad genética. La
helerocromatina densamente empaquetadang puede ser transcrita (“inactiva” genéticamente), la eucromatina
mas o menos desenrrollada se halla disponible para la sintesis de proteinas {Jacksen, 1971).

Se distinguen dos tipas de heteracromatina: la constituliva, presente en posicion idéntica en cada
unode los cromosomas homalogos, es de cardcter estructural y responde de la misma manera durante toda
el proceso de desarrollo. La facultativa, existe diferencia en el comportamiento de los cromosomas
homélogos durante el desarrollo, uno puede ser en parte 0 completamente heteracromatico y &l otro puede
permanecer eucromdtico (Jackson, 1971).

Mulaciones

El material genético es conslante, proporciona la estabilidad genética y la continuidad de los
organismos y de las poblaciones (Moore, 1979). La constancia del material genético en ef proceso de
ranscripcion de la informacion hereditaria, puede verse afterado por cambios en la estructura y disposicién
de los segmentos cromosdmicos, a los que se les denomina mutaciones. L.a proporcion de mutaciones
cromosémicas 0 génicas en forma espontdnea es relativamente baja (Rieger et al.,, 1982; Sdez y Cardose,
1978).

Las mutaciones pueden ser de tres tipos:

1. Mutaciones puntuales. Son aquellas que implican sélo el cambio de uno o varios nucledtidos o
de una base en un gen, ya sea por sustitucion, adicién o eliminacion (Robertis y Robertis, 1990).

2. Mutaciones o cambios estructurales. Son aquellas que implican una alteracion y un rearreglo de
los genes en los cromosomas, pueden ocurrir en un solo cromosoma (intracromosémicas) como !a delecion,
duplicacién o inversion de segmentos cromosémicos, 0 en dos 0 més cromosomas (intercromosdmicas),
como las translocaciones y fisiones centroméricas (Sdez y Cardoso, 1978).

Delecidn: consiste en la pérdida de un segmento de material cromosomico, si s terminal se llama deficiancia
y cuando es intersticial (entre e! centrdmero y el telémero) se lama delecion (Robertis y Robertis, 1990),



Duplicacion: ocurre cuando un segmento del cromosoma estd representado dos o mds veces, puede ser
intercromosdmica o intracromosomica; en la primera el segmento duplicado se localiza en un cromosoma
no hamdlogo, en el segundo los segmentos duplicados estan contenidos en el mismo cromasoma, pueden
estar cantiguos, a lo que se lama duplicaciones en "landem" o intercalados a lo larga del cromaosoma (Sdez
y Cardoso, 1978).

Inversion: se da un recrdenamiento del material cromasdmico por una rotacién de 180 grados de un
segmento: Son pericéntricas cuando el segmento incluye al cetrémera y paracéntricas en el caso contrario
(Rieger et al., 1982).

Translocacidn: cambio de posicion de los segmentos cromosomicas (y de las secuencias génicas que
contienen), dentro del complemento cromosdmico. Al intercambio de segmentos entre cromosomas
homélagos o no homélogos se llama translocacion reciproca, puede ser igual o desigual y a (a translerencia
de un segmento cromosémico a un lugar distinto de! mismo cromesoma o de otro cromosoma se la llama
translocacion simple (Rieger et al, 1982; Séez y Cardoso, 1978).

3. Cambios numéricas. Son alteraciones en el nimero de cromosamas, fas cuales son el resultado
de fisiones centraméricas, fusiones céntricas, aneuploidia y poliploidia,
a) Fisiones centroméricas. Producen cambios en la estructura de los cromosomas. La division transversal
del centrémero de un cromasoma metacéntrico origina un par de cromosamas telocéntricos, causando un
cambio morfoldgico o de relacion de brazos del cromosoma, lo que implica un ¢ambio en el nimero total de
cromosamas (Jones, 1978).
b) Las fusiones céntricas. Son aquellas que resultan de (a unién de dos cromosomas acro- o telocéntricos
para formar un cromosoma metacéntrico. Estp cambio produce una reduccion del nimero total de
cromosomas, pero al igual que en las fisiones, se mantiena constante el nimero fundamental (N.F.) que es
definido como la cantidad de trazos largos en cada cromosoma, siendo dos para los cromosomas
melacéntricos y submetacéntricos y uno para los cromosomas acrocéntricos y telacéntricos (Jones, 1978,
Robertis y Robertis, 1990).
¢} Aneuploidia. Se produce por una falla en la segregacion de los cromosomas (no disyuncion) an meiosis
0 en mitosis, ddndose una ganancia o pérdida de uno o mas cromosomas (Robertis y Robertis, 1990),
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d) Poliploidia. Involucra duplicacion de todo el complemento cromosomico, ya sea por la supresion de a
citocinesis, 0 bien por la formacién de gametos con un numero n reducido de cromosomas. Esta puede ser
de dos tipos:

i) Autopoliploidia. La presencia de mas de dos de los complementos cromosdmicos monoploides de
la misma especie (Swason et al,, 1968).

ii) Alopoliploidia. Cuando el aumento del nimero cromosémico se da con la formacion de un hibrido,
es decir, la unién de genomios de dos o mds especies distintas, con posterior duplicacion de los mismos
(Séez y Cardoso, 1978).

Evolucidn del cariotipo
El andlisis citogenético ha permitido a los laxénomos, evolucionistas, citogenetistas, biblogos

molecularesyy fitomejoradores avanzar en el esludio sobre el grado darelacion entre los taxa y sus patrones
de divergancia (Kenton, 1986; Singh, 1993). Dicho andlisis se basa en el conocimiento del nimero
cromosémico, posicion del centrdmero, longilud tolal, nimero y posicion de constricciones secundarias
(Kenton, 198G; Jackson, 1971; Stebbins, 1971). Ei estudio comparativo de los cariotipos muestra las
dilerencias cromos6micas entre especies, da indicios de como surgieron esltas diferencias en el curso de 1a
evolucion y apoya las teorias de las relaciones filogenéticas de los organismos (Garcia, 1988; Stebhins,
1971).

Lewitzky (cit. por Stebbins, 1971) propuso por primera vez los rminos simetria - asimetiia,
asociados al tipo de cromosoma que constituyen un complemento cromosémico especifico. Considera un
cariotipo simétrico cuando posean un mayor nimero de cromosomas melacentricos y submetacéntricos. El
incremento de la asimetria de un cariotipo puede ocunir por cambio de posicidn del centrémero, de central
a subterminal o terminal, o bien mediante la acumulacion de diferencias en el tamano relativo entre
cromosomas por translocaciones Nno reciprocas originande un cariotipo mas heterogéneo.

Lo anterior se basa en los estudios realizados por Lewitzky (1931) en la subtamilia Helleboreae
(Ranunculaceae), &l mencionaque los individuos morfoldgicamente mas primitivos, presentan cariolipos mas
simétricos, mientras que los individuos mds avanzados presentan cariolipos mas asimétricos. También
indica que en las angiospermas existe la tendencia hacia el incremento de la asimetrla de los cariotipos,
como se ohservé en Aster y Haplopappus (Stebbins, 1971).



El incremento de la asimetria de los cariotipos puede ser el resultado de inversiones pericéntricas
y translocaciones desiguales de los segmentos de los brazos cromosomicos, sin afectar el nimero de
centromeros o de cromosomas del complemento. Sin embargo, las inversiones pericéntricas que originan
cromosomas acrocéntricos a partir de metacéntricos pueden reducir el numero fundamental del complemento
(Stebbins, 1971).

Jones (1978) propone que la tendencia a la asimétria en la evolucidn cariotipica de los grupos de
plantas puede ser reversible, debido a cambios causados por translocaciones desiguales, inversiones,
deleciones, fusiones, fisiones o duplicaciones en segmentos cromosémicos, dando origen a cromesomas
acro- o telocéntricos inestables, que podrian fusionarse y formar metacéntrices. Entonces se produciria un
proceso que puede continuar durante el perfodo evolutivo con ciclos de simelria y asimetria, una vez que
eslos ciclos se hayan alcanzado totalmente.

For otra lado, la paliploidia y 1a tormacidn de descendencia hibrida han sido factores cromosomicos
imporiantes dentro de la evolucidn de las angiospermas (Gardner et al, 1991; Moore, 1979; Rieger et al,,
1982). Es posible inducir la poliploidia empleando sustancias como la colchicing, acenafieno, etc., las cuales
inhiben la formacion del huso e interfieren en Ia division celular. Desde los puntos de vista tedrico y practico,
son muchas las posibilidades que ofrece la produccion experimental de paliploides (Gardner et al., 1991;
Robertis y Robertis et al., 1990).

MEIOSIS

Los cremosomas meidticos son cominmente ebservados en las células madres del polen (CMP)
contenidas en las anteras de !as tiores jévenes; la Iécnica consiste en el maceramiento de anteras, tincién
con acelorceing y observacion en fresco al microscopio de luz (Garcia, 1988; Palomine, 1986). El analisis
da los cromosomas meidticos, asf como el comportamiento de los mismos, permite conocer el nimero y
complemento haploide (n} de una aspecie en particular, colaborando al gstablecimiento del nimero bésico
@8 un grupo de plantas {Palomino, 1986).

En la meiosis se analiza el nimero y posicién de los quiasmas que mantienen unidas a las
crométidas en fase de diploteno hasta la metafase |, detectando la formacién de univalentes, bivalentes,
tetravalentes o polivalentes, Esta informacidn pueda indicar el origen de alcploides, autoploides, cambios
Robertsonianos o rearreglos cromosémicos que afectan el comportamiento reproductive y el patrén do
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variacidn de las poblaciones, asi como los eventos que se han llevado a cabo en ta evolucion del cariotipo
y las relaciones evolutivas en el nivel gendmice (Garcia, 1985; Palomino, 1986).

Stace {1980} senala que la informacion taxondmica mds usual es el conteo cromosémico y es la
evidencia biosistemética que mds se utiliza en las floras modernas. No obstante la importancia que
representa la determinacion del nimero cromosdmico, estd informacidn sélo se conoce para 15 al 20% de
las plantas vasculares y esta cifra puede ser menor para familias tropicales.

De acuerdo con Singh {1993), la nomenclatura y las relaciones de las especies basada en la
taxonomfa clasica puede ser verificada por evidencias citogenélicas, como son: el andlisis cariotipico, grado
de entrecruzamiento, viabilidad de hibridos, comportamiento en meiosis, procedimientos bioquimicos y
caracterizacion molecular. Sin embargo, las refaciones filogenéticas entre especies y su clasificacion pueden
ser mejor entendidas utilizando diferentes disciplinas comola morfologia, anatomia, palinologia, citogenética,
bioquimica, etc. (Singh, 1993; Stace, 1980).

GENERALIDADES DE LA FAMILIA PODOSTEMACEAE

Podostemaceae es la Gnica familia americana de angiospermas acuaticas, representada por
especies que crecen adheridas a un sustralo rocoso, en rios de fuerle cotriente y pequenas cascadas.
Aunque este tipo de habital fo comparte con Hydrostachyaceas, esta Ultima es una familia africana
monogenérica con cerca de 22 especies. La distribucion de las Podostemaceae comprende principalmente
regiones tropicales desde el noreste de América hasta Sudamérica, Africa tropical, este de Asia y Australia,
y muy pocas especies alcanzan las zonas templadas (Cook, 1990).

Las Podostemaceas son un grupo de hierbas acudticas altamente variables en forma y tamafio, las
pequefias a menudo son taloides y las grandes poseen tallos bien diferenciados, simples o ramificados.
Tiene hojas disticas, tristicas o reducidas, estipuladas o exestipuladas, Las flores son bisexuales, solitarias
0 se encuentran en inflorescencias cimosas, pediceladas, actinomorfas o zigomorfas; presentan un perianto
de 2 a muchos [dbulos, libres 0 adnados o con tépalos muy reducidos; estambres de 1 a muchaos, alternos
con los tépalos; ovario 1-3 lgcular, carpelos lisos, acostillados o alados, évulos numercsos. Fruto capsular
1-3 locular, semillas 2 a numerosas (Royen, 1951, 1954).



Se ha calculado que las Podostemaceae son las plantas acualicas estrictas mas diversas, con 3
géneros y cerca de 175 especies que otras familias de plantas acudticas (Philbrick y Novelo, 1995). En el
Vigjo Mundo se presenta un mayor nimero de géneros, migntras que en América hay mds diversidad de
espacies (aproximadamente un 60%). De los 19 géneros y 161 especies presentes en el conlinente
americano, airededor del 70% de las especies se ubican en 4 géneros: Apinagia con aproximadamente 50
especies, Marathrum con 25, Rhyncholacis con 25 y Podostemum con 10 (Philbrick y Novelo, 1995).

En México, la familia Podostemaceae estd conformada por 5 géneros y 11 especies, Marathrum
Humb. y Bonp!., Oserya Tul., Podostemum Michaux, Tristicha Du Pefit Tohuars y un género recienlemente
descubierto para México Vanroyenella Novelo y Philbrick (Philbrick y Novelo, 1995). De estos géneros,
Marathrum presenta en nuestro pais hasta el momento ¢l mayor nimero de especies, en el que se reportan
las siguientes: M. elegans Royen, M. haenkeanum Engl., M. rubrum Novelo y Philbrick, M. tenue Liebmann,
M. trichophorum Royen y M. shiedeanum Cham.; Oserya cuenta con dos especies, O. coulteriana Tul. y O,
longifoliaNovelo y Philbrick; los géneros Podostemum, Tn’slicha‘y Vanroyenellason monoespecificos {Novelo
y Philbrick, 1993; Royen, 1954). En este trabajo ya no se incluys a Marathrum trichophorum citada
anteriormente, por que de acuerdo a Alejandro Novelo (comunicacion personal) es una especie descrita con
base en un ejemplar mezclado, de hojas de Marathrum y frutos de Vanroyenelia plumosa.

Richard (1815) reconacié por primera vez a la familia Podostemaceae & incluyé a los géneros
Marathrum y Podostemum, colocandola dentro de las  monocotileddneas, junto a fas Juncaceae,
Butomaceae y Alismataceae. Lidley (1830) sugiere que las Podostemaceae debarfan estar ubicadas dentro
de fas dicotiledoneas, considerando su habitat, a division binaria del ovario y la venacion de Jas hojas. Esta
hipdtesis es confirmada por Schieiden (1839) y Gardner (1850}, quienes comprobaron que los embriones
presentan dos cotiledones. Warming (1890) y otros autores la situaron dentro del orden de las Rosales.
Posteriormenta Hutchinson (1959) ubica a las Hydrostachyaceae y Podostemaceae en el orden
Podostemales entre las Sarraceniales y Caryophiliales. Los estudios citolgicos realizados por Maurilzon
(1933) revelaron que las Podostemaceae presentan una relacion estrecha con Saxifragaceae, Crassulaceae
y Rosaceas.

Posteriormente Reyen {1951) propuso dividir a la familia Podostemaceae en las subfamilias
Podostemoideae y Tristichoideae, cada una compussta por dos tribus; sin embargo 8 no menciona a cuales
familias estén relacionadas las Podostemaceae. Willis (1914) y més tarde Cusset y Cusset (1988) proponen
elevar la subfamilia Tristichoideae a nivel de famifia,
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Taxonomicamente la familia estd muy aislada (Cronquist, 1981) y las Podostemaceae deberian
constituir su propio orden (Podostemales). Aunque sus afinidades son inciertas, existe acuerdo en sutelacion
con las Saxiftagaceae, Crassulaceae y quizds con Hydrostachyaceae, con base a estudios fitoquimicos que
realizaron Romo et al., (1993).

Habitat y ecologia

El peculiar habitat de las Podostemaceae (lamadas comdnmente hierbas de los rios), hace
interesante su estudio. Aunque la mayoria son pantropicales, pocas especies crecen enregiones templadas.
En América sélo Podostemum ceratophylium Michx. alcanza el noreste de Estados Unidos y Canadd
{Philbrick y Crow, 1983; Philbrick y Novelo, 1995).

Las caracteristicas generales de la historia de vida de las Podostemaceae refigja la naturaleza del
habitat estacional en el cual se presentan (Novelo y Philbrick, 1993). Debido a que los niveles de agua de
los rios cambian pericdicamente da un nivet alto a un nivel bajo, durante el primer periodo ocurre el maximo
crecimiento vegetativo cuando las plantas estan totalmente sumergidas en aguas bien aereadas y en dreas
iluminadas con luz solar directa, Las plantas crecen adheridas direclamente a sustratos salidos ({rocas y
ramas) por medio de rizoides adherentes parecidos a pelos absorbentes y 2arcillos carnosos expandidos
llamados "haptera®, €l eje postrado sirve principalmente como un drgano de anclaje y parece no tener
ninguna funcion en la absorcidn de nutrientes y agua (Novelo y Philbrick, 1993). La floracion ocurre
(nicamente cuando los niveles de agua descienden y es de tipo aérea; s8 ha reportado polonizacion
anemdfita y entomofila (Novelo y Philbrick, 1993).

El fruto capsular de las Podostemaceae requiere desecacion para la dehiscencia, dejando caer las
semillas a las rocas. Su dispersion pueda ser por agua en un mismo 1o y se cree que entre sistemas de
tios podria ser por pajaros. Una vez sobre la roca, la capa més externa de la cubierta de la semilla se
expande al ser hidratada y se forma un mucilagoque al secarse se adhiere firmemente al sustrato (Novelo
y Philbrick, 1393; Royen, 1951).

El crecimiento vegetativo méximo de las hierbas de los rios ocurre cuando la planta esld sumergida,
asi las hojas mds grandes se encuentran antes de la floracion. Sin einbargo, cuando las plantas estan
expuestas, comienza la floracion y las hojas maduras frecuentemente se pierden. Finaments, en el
momento de la maduracién de la cdpsula, las hojas tienen ya mucho tiempo de haber muerlo y



desaparecido. Lo anterior hace necesario visitar una poblacion repetidamente para colectar lodas las fases
del ciclo de vida (Novelo y Philbrick, 1993).

Importancia
Las Podostemaceae no son importantes econdmicamente, aunque en Colombia y Panama se ha

reportado su uso como forraje durante la temporada de secas. En otros paises se utilizan como comida para
peces o como ensalada (Royen, 1951). En el Amazonas se utilizan ciertas especies como sazonador de
comida; una de éstas es Rhyncholacis, en la cual las hojas son secadas y pulverizadas y se usan como
sustituto de la sal. En algunos lugares de México, algunas especies de Marathrum son empleadas como
planta medicinal contra enfermedades del higado (Phibrick y Novelo, 1995).

Cook (1990) y Royen (1951) han reportado un alto porcentaje de endemismos para la familia
Podostemaceae. En el continente americano se ha calculado que llega al 48%, por ejemplo la presencia de
espacies en un sélo rio o en un grupo de rios; aunque la falta de colecciones adecuadas de la mayorfa de
las especies de esta familia impiden hacer estimaciones reales en cuanto al nivel de endemismos en los
diferentes niveles taxondmicos (Philbrick y Novelo, 1995).

Philbrick y Novelo (1995) mencionan que 14 de los 19 géneros del contingnte americano contienen
espacies endémicas; algunos géneros manatipicos canto Ceratolacis, Devilleay Vanroyenellasonlocalinente
endémicos. Los géneros Apinagia, Castelnavia, Oseryay Rhynchoiacis presentan mas de 50% de especies
endémicas, también se conocen endemismos en Janmaniella, Marathrum, Mourera y Podostemun.

Por otro lado en los estudios realizados sobre la distibucion de las especies de Maralhrum en
México por Novelo y Philbrick (1995), sedalan la presencia de M. efegans, M. haenkeanum, M. schiedeanum
y M. rubrum creciendo en rios ofigotroficos que fluyen de las montadias del centro de Jalisco hacia el Océano
Pacifico. De estas especies, M. haenkeanum es mds comun en los sistemas de rios de la region; sin
embargo, se presenta un caso particular ya que en el rio Horcones crece M. rubrumy en el rio Veranes
crece M. haenkeanum, peto en fa confluencia de los dos rios sdlo se puede encontrar a M. rubrum. Faclores
como Jo son lipo y disponibilidad de sustrato, exposicion a la luz, velocidad de corrignte y niveles de
impacto humano son similares, asi como, los niveles de elementos traza tales como el Na, K, Mg y Ca.

Aunque las causas de este comportamiento podrian ser; diferencias en a dispersion de semillas en
varios rios por factores biclicos (quiza aves) y abidticos (agua) o diferencias en las caracterfsticas de las
semillas (tamafio y forma), no esta comprobado experimentalmente si eslos factores afectan su distribucidn
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y por lo tanto, son necesarios mas estudios que expliquen el alto porcentaje de endemismo en la familia
Podostemaceae {Philbrick y Novelo, 1995).

El aumento de poblaciones humanas en regiones trapicales es un factor que ejerce fuerle impactp
negativo sobre los ambientes acudticos, debido a que estos son usados para diversas aclividades
industriales, agropecuarias y de servicios urbanos. En la actualidad se sabe que las Podostemaceae son
sensibles a la contaminacién del agua: pablaciones de Podostemum ceratophylium en New Hampshire,
Estados Unidos, declinaron por descargas industriales a principios de los 70's {Philbrick & Crow, 1983). En
Veracruz, México, el establecimiento de plantaciones de café causo la desaparicion de Podostemum
ricciforme en 1a localidad tipo {Philbrick y Novelo, 1993). Un comporiamiento simifar se observa en Nayarit,
México, debido al establecimiento de una planta mejoradara de café cerca del rio Refilion provocando que
desaparecieran poblaciones de Maralhrum haenkeanum, Oserya coulteriana y Tristicha tifaria que
anteriormente existian en abundancia (A. Novelo, comunicacion personal).

La sensibilidad ala contaminacién de estas plantas no se conoce de manera especifica. No obstante
que indicadores bioldgicos de esta clase podrian servir como un medio valioso a bajo costo de répida
evaluacion de la calidad del agua en rios tropicales {Novela y Philbrick, 1993). Cansiderando lo anlerior, es
importante su estudio desde el punto de vista de su conservacion.

Distribucion y taxonomia del aénero Marathrum

El género Marathrum, se distribuye en las Anlillas y desde México, hasta el norte de Sudamérica
(Royen, 1951).

De las 25 especies del género Marathrum que viven en América, el mayor nimero de especies se
encuentran distribuidas en Sudamérica con cerca ds 20 spp. En México se encuentran sélo 6 especies
{Philbrick y Novelo, 1995).

El género fue fundado por Humboldt y Banpland en 1808 con la especie M. foeniculaceum.

El sistema de clasificacién propussto por Bentham y Hooker (1880), basado en caracteristicas
florales, sigue las divisiones propuestas por Tulasne (1849), y colaca a Marathrum en la tribu Mourereag.
Para Engler (1930) Marathrum junto con el género Rhyncholacis componen la subtribu Marathrinae (iribu
Lacidae) colocada dentro de la subfamilia Podostemoideae, en la cual la diferencia entre las subtribus
Marathrinae y Apinagiinae es el largo de los entrenudos. Royen (1951) propone colocar al género
Marathrum, en la subfamilia Podostemoideae; en la tribu Eupodostemeae, la cual presenta las siguientes
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caracteristicas: flores solitarias, fascicutadas o en inflorescencias exiraxilares, pero nunca en monocasio
espiciforme.

El género Marathrum es extremadamente dificil de separar de Apinagia, y las siguientes especies
podrian ser referidas tanto a Apinagia como a Marathiunm: M. paucifiorum, M. striatifolium, M. aeroginosum
y Apinagia batriachifolia (Royen, 1951). Sin embargo, este autor menciona que usando una combinacion de

caracteres es posible separar Marathrum de Apinagia.

En este trabajo se siguid la clasificacién taxonémica propuesta por Royen (1951) para el género
Marathrum

Orden Podostemales
Familia Podostemaceae
Subtamilia Il Podostemidae
Tribu 2 Eupodostemae
Género Marathrum

Descripcign del género Marathrum Humb. & Bonp.

Hierbas acuaticas usualmente con una raiz larga y postrada, de mas de 0.5 ¢cm de didmetro,
fuertemente adherida a las rocas. Hojas alternas de 3 a 50 cm de longitud, peclolo ligeramente aplanado
o cilindrico, ensanchado en la base; hojas repetidamente pinnadas, divididas o enteras; en las pinnadas las
ltimas divisiones son filiformes o capil4ceas con el dpice agudo u abtuso. Florgs hemmafroditas, actinomorfas
0 zigomorfas, pediceladas, axilares, protegidas por una espatela delgada de forma clavada o
infundibuliforme. Pedicelos elongdndose durante la antesis, con el dpice crateriforme (expandido) o-sin
expandirse; el apice expandido usualmente con bordes serrulados o irregulares. Tépalos de 3-9, triangulares,
alternando con los estambres. Estambres 29, libres, ubicados en un lado de! pistito 0 en una hilera rodeando
al pistilo; filamentos aplanados, elongandase durante |la antesis, deciduos; anteras sagitadas, basifijas. Ovario
superior, elipsoids, con 2 ldculos; estilos 2; dvulos numerosos, con placentacion axilar. Fruto capsular con



2 valvas, subiguales, con 3-5 costillas cada una. Semillas pequefias y numerosas, ovoides. Polen tricolpado,
tectum espinoso.

Algunas de las caracteristicas que permiten distinguir a Marathrum elegans, M. haenkeanum, M.

rubrum, M. shigdeanum y M. tenue, se encuentran indicadas en el cuadro 1.

ESTUDIOS CROMOSOMICOS DE LA FAMILIA PODOSTEMACEAE

La comprensidn de la variacion del mimero cromosémico dentro de la familia Podostemaceae, puede
proporcionar una idea de! proceso evolutivo y un apoyo para los estudios sistemdticos (Les y Philbrick, 1983).

Los primeros reportes sobre el nimero cromosomico en la familia Podostemaceae se realizaron
utifizando la técnica de cortes florales con microtomo de rotacidn, por Magnus (1913}, para las especies
Lawia zeylanica (Gardn.) Tul. (=Dalzellia ceylanica {Gardn.) Wight) y Podostemum subulatus Gardn., cuyos
nimeros diploides reportados son 2n=20 y 2n=40, respectivaments. Gaiser (1930} confirmd el nimero
haploide n=10 para Lawia zeylanica e indicé el nimero haploide n=12-14 para Oenone imthurnii Goebel
(=Apinagia imthumii (Goebel) Royen) y n=8 para O. versteagiana Went (=Apinagia versteegiana (Went)
Royen}. Chiarugi (1933) reportd el nimero diploide 2n=40 para Weddeflina squamulosa Tul., mas tarde
Darlington y Wylie (1955) obtuvieron el nimero haploide n=20 para esta misma especie.

Los estudios sobre el andlisis cariomarfoldgico son aln escasos, Okada (1991) registr6 para las
especies Cladopus nymani H. Mdeller (Podostemoideag) el nimero cromosémico de 2n=30 y para
Indotristicha malayana Dransf. & Whitmore (=Malaccolristicha malayana (Dransf. & Whitmore) C. & G.
Cusset) 2n=20 (Tristichoideas); observandose para C. nymani un cariotipo de tipo bimodal, integrado por
8 pares de cromosomas grandes y 7 pares de cromosomas pequeiios, un par de cromesomas melacéntricos
presenta satélite. Uniyal y Mohan Ram (1994) analizaron el cariotipo de 3 especies de Podostemaceae,
utilizando la técnica de aplastamiento (squash) en los extremos de los talos. El ndmero cromosdmico que
obtuvieron para Lawia zeylanica Tul. fue de 2n=30 y difirid del conteo previo realizado por Magnus (1913)
de 2n=20. Con fdrmuia cariotipica 6m+Bsm+1st+2t (las letras indican la posicion del centrémera como m,
medio; sm, submedio; st, subterminal; t, terminal), Polypleurum stylosum J. B. Hall. (2n=34) presentd la
siquiente formula cariotipica 6m+7sm+2st+21, mientras que para Hydrobryopsis sessilis Engl. (2n=26) la
formula cariotipica es 3m+65m+25t+2L. Aunque estos estudios no sen suficientes para dar una idea general

15



2 valvas, subiguales, con 3-5 costillas cada una. Semillas pequenas y numeresas, ovoides. Polen tricolpado,
tectum espinoso.

Algunas de las caracteristicas que permiten distinguir a Marathrum elegans, M. haenkeanum, M.

rubrum, M. shiedeanum y M. tenug, se encuentran indicadas en el cuadio 1.

ESTUDIOS CROMOSOMICOS DE LA FAMILIA PODOSTEMACEAE

La comprension de la variacién def nimero cromosémico dentro de la familia Podostemaceae, puede
proporcionar una idea del proceso evolutivo y un apoyo para los estudios sisteméticos {Les y Philbrick, 1993).

Los primeros reportes sobre el numero cromosdmico en la familia Podostemaceae se elizaron
utilizando la técnica de cortes florales con microlomo de rotacion, por Magnus {1913), para las especies
Lawia zeylanica (Gaidn.) Tul. (=Dalzelfia ceylanica (Gardn.) Wight) y Podostemum subulatus Gardn., cuyos
nimeros diploides reportados son 2n=20 y 2n=40, respectivamente. Gaiser (1930) confirmd el nimero
haploide n=10 para Lawia zeylanica e indicé el numero haploide n=12-14 para Oenone imthurnii Gosbel
(=Apinagia imthumii (Goebel) Royen) y n=8 para O. versteegiana Went (=Apinagia versteegiana (Went)
Royen). Chiarugi (1933) reporté el nimero diploide 2n=40 para Weddelfina squamulosa Tul., més tarde
Datlington y Wylie (1955) obtuvieron e! nimero haploide n=20 para esta misma especie.

Los estudios sobre el andlisis cariomorfoldgico son aun escasos, Okada {1991) registrd para las
especies Cladopus nymani H. Moeller (Podostemoideae) el nimero cromosémico de 2n=30 y para
Indotristicha malayana Dransf. & Whitmore (=Malaccotristicha malayana (Dransf. & Whitmore) C. & G.
Cusset) 2n=20 (Tristichoideas); observndose para C. nymani un cariotipo de tipo bimodal, integrado por
8 pares de cromosomas grandes y 7 pares de cromosomas pequefios, un par de cromosomas metacéntricos
presenta satélite. Uniyal y Mohan Ram (1994) analizaron el cariotipo de 3 especies de Podostemaceae,
utilizando la téenica de aplastamiento (squash) en los extremos de los talos. EI nimero cromosémico que
obtuvieron para Lawia zeylanica Tul. fue de 2n=30 y difirié del conteo previo realizado por Magnus (1913)
de 2n=20. Con férmula cariotipica 6m+6sm«+1st+2t (las letras indican la posicidn del centrémero como m,
medio; sm, submedio; st, subterminal; t, terminal), Polypleurum stylosum J. B. Hall. (2n=34) presentd la
siguiente formuta cariotipica 6m+7sm+2st+2L, mientras que para Hydrobrygpsis sessilis Engl. (2n=26) la
formula cariotipica es 3m+6sm+2st+2t. Aunque estos estudios no son suficientes para dar una idea general
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sobre la morfologia de los cromosomas en las Podostemaceae, si son importantes ya que la formula
cariotipica y la longitud total de fa cromatin, pueden indicar el papel que han jugado las alteraciones
estruclurales en su evolucion.

Los pocos conteas cromosdmicos de las Podostemaceae hasta el momento {cuadro 2), representan
s6lo un 16% de los géneros y un 3% de las especies, de los cuales Weddelina squamulosaTul. , Oenone
imthurni Goebel (=Apinagia imthurnii (Goebel) Royen) y O. versleegiana Went (=Apinagia versteegiana
(Went) Royen) son especies americanas (un 1% de las especies totales). Esta informacién por lo tanto no
permite hacer consideraciones generales en cuanto al numero cromosémico bésico para la familia (Les y
Philbrick, 1993). La falta de estudios cariolGgicos en la familia provocd el interés para iniciar los estudios de
este lipo en el género Marathrum, el mas diverso de México y, por 10 tanto, contribuir al conocimiento
taxondmico de esta importante familia de plantas acudticas.
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Cuadro 1. Caracteristicas distintivas de las especies del género Marathrum presentes en México. Modificado de Royen {1851) y Novelo y Philbrick

(1993).
Carécter M. elegans M. haenkeanum M.rubrum M. tenue M. schiedianum
| Distribucion Pacifico Mexicano Pacifico Mexicanc Pacificc Mexicana Golfa de México Golfc de México
Ancho de las
ultimas divisiones 0313 0.075-0.125 0.02-0.06 0.05-0.1C 0.1-0.4
de las hojas mm mm mm mm
Largo de la T 1520 20-30 7-20 310 10:105
espatela mm mm mm mm mm
No. de tépalos 79 58 7-9 3(-5) 5-8
Ubicacion los | Alrededor del gineceo| Alrededor del ginecea| Airededor del gineced En un iado del Alrededar del gineced
estambres gineceo
i No. de estambres 7-8 5-8 79 2(-4) 5-8




Cuadro 2. Numeros cromesdmicos conocides hasta la fecha para la familia Podostemaceae.

Especie n | 2n Referencia
Cladopus nymanii H. Meller - 30 - Okada (1981)
Hydrobryopsis sessilis Engl. - 26 Uniyal y Mgham Ram (1894)
Indostriticha malayana Dransf. & Whitmore - 20 Okada (1991)
20 Magnus {1913)
Lawia zeylanica Tul. 10 Gaiser (1930}
30 Uniyal y Moham Ram (1994)
Oenone imthurni Goebel ca. 12-14 - Gaiser (1930)
Qenone versteegiana Went ca. 8 - Gaiser (1930}
Podostemum subulatus Gardn. - 407 Magnus (1913)
- ca.40 Gaiser (1930}
Polypleurum stylosum J.B. Hall. - 34 Uniyal y Moham Ram (1994)
Weddelina squamulosa Tul. - 40 Chiarugi (1933}
20 Darlington y Wylie (1955)




OBJETIVO GENERAL

Realizar estudios cromosémicos en 5 especies del género Marathium que contribuyan a la
sistematica de la familia Podostemaceas.

OBJETIVOS PARTICULARES

a} Establecer la metodologia para Iz germinacion de semillas y la obtencion de plantulas del género
Marathrum, que permilan observar cromosomas somaticos (2n).

b) Qbtener el nimero cromesémico diploide (2n) y haploide (), asi coma la elaboracidndel cariotipo
de las siguientes especies: Marathrum elegans, M. haenkeanum, M. rubrum, M. schiedeanumy M. tenue.

¢) Andlisis de los resultados para tratar de establecer similitudes intraespecificas e interespecificas.

MATERIALES Y METODOS

Colecta y separacidn del material

Del total del material colectado en el campo, se seleccionaron Jos frutos y los bolones florales para
el estudio de milosis y meiosis, respectivamente.

Paralatécnica de mitosis, se utilizaron semilas decinco especiesdel género Marathru, las cuales
tueron colectadas en el campo, se calocaron en sobres o holsas de papel y se dejaron secar a temperatura
ambiente al menos por un ines, Con la tinalidad de asegurar la maduracion de las semillas, en algunos casos
se pusieron en bolsas de papel en un homo a 30°C por 1-2 meses. Los ejemplares de reterencia (cuadro
3) s8 encuentran depositados en el Herbario Nacional del Instituto de Biologia da la UNAM (MEXU), las
localidades analizadas estdn marcadas en s! mapa de la figura 1.

Para la técnica de meiosis se ulilizd material fijado en Farmer en el momento de la colecta. Del
material disponible se seleccionaron batones florales de Marathrum elegans, M. haenkeanumy M. rubrum.
Los gjemplares de referencia (cuadro 4) se encuenlran depositados en el herbario MEXU, las localidades
analizadas estan marcadas en el mapa de la figura 2.
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MITOSIS
Germinacion de semillas

Las semillas de los frutos maduros fueron colacadas en un portacbjetos con una gota de agua. Al
hidratarse, se adhirieron al vidrio por medio del mucilago que secretan las células de |a testa al contacto con
gl agua y se dejaron secar por una hora. Para ajustar la técnica adecuada para la germinacién de las
semillas se ulilizaron 2 variantes: 1) cajas de petri y 2) acuario.

1) En cajas de pelri

Se realizaron pruebas de geminacion can lotes muy pequefos de semillas (10-20 semillas cada unay,
las cuales se colocaron en cajas de petri con algoddn, papel filtro, agua destilada y se introdujeron & un
homa a 30°C (oscuridad). Durante los cualro primeros dias se realizaron revisiones una vez al dia, utiizando
un microscopio de diseccidn y posteriomente se anotd el porcentaje de germinacion; se mantuvo a las
semillas fuera del horno por un tiempo de 2-3 minutos.

Posteriormente se empleo esta misma técnica, pero a un fotoperioda de 12h y 24h a temperatura
de 2542°C.

Aunque las prugbas de germinacion (con fotoperiodo de 12h y de 24h) permitieron comprobar que
habfa un alto porcentaje de germinacion, las condiciones anteriores no eran las adecuadas para que las
pldntulas crecieran lo suficiente para estudios citogenéticos.

2) En acuarig

Se siguié la metodologfa propuesta por Philbrick y Novela {comunicacién personal), con algunas
modificaciones;

8) Se uso un acuario de 50x30x25 cm, se llend con agua destilada (pH=4-G); se colocd un poste en

cada esquina para sostener una placa de vidrio, en la que se colocaron los portacbjetos con las semillas a
germinar a una profundidad de 3 cm. Para mantener constante la temperatura del agua, se utilizé un

20



calentador de 50 watts (Radiant) y se reguld a 25°C, se conectd una bomba de acuario de dos salidas
(2500cc/minx2, Elite802) para airear el agua. El acuario se colocd enun invemadero con luz natural diecta.

Se revisaron los portaobjetos una vez al dia utilizando un microscopio de diseccidn, durante el
periodo de germinacidn y crecimiento de las pléntulas (4-10 dias).

b) Posteriormente se utilizo agua de la liave esterilizada (pH=7), sistema de filtrado continuo con
filros de carbon activado y arena fina en el fondo del acuario, luz blanca (50 watts) con un fotoperiodo de
12 horas.

¢) En un tercer ensayo; se colocaron los portaobjetos con las semillas fijadas a eflos dentro de un
acuario de 30x16x18 cm, a una profundidad de 3 cm, el cual se acondiciond previamente ulilizando agua
dela llave esterilizada (Philbrick y Novelo, 1994}, aereacidn constante empleando una bomba de dos salidas
(2500cc/minx2), sistema de filtrado continuo con fillras de carbdn activado y arena fina en el fondo, un
calentador de acuario para mantener una temperatura de 253:2°C y un fotoperiodo de 12h proporcionado
por una lampara (luz blanca de 50walls). Para eliminar el cloro que contiene el agua de la llave se la
adiciond un anticloro (acuabel) y como alimenta se utilizd un fertilizante para plantas acuaticas (sera-florena)
con oligoelementos, mineralgs y hierro (5 ml de abono para 20 litros de agua). Figura 3 .

Con |a finalidad de encontrar ef tamario adecuado de fas plantulas con tejido meristematico activo
y por lo tanto el horario de division celular, se llevajon a cabo pruebas con diferentes horarios de
pretratamiento; 6:30, 700, 7:15:, 7:30, 8:00, 10:00, 12:00, 13:00 y 14:00 horas. Para cada una de las
especies tratadas; en cada uno de los ensayos mencionados anteriormenta para la germinacidn de planiulas.

Técnica para mitosis

Una vez que germinaron las semillas y alcanzaron la elapa de plantulas, se pretrataron introduciendo
el portacbjetos con fodas las pldntulas en una solucidn de 8-hidroxiquinoleina {0.002 M) durante cinco horas,
se colocaron en la oscuridad y a una temperalura ambiente de +£18°C. Posleriormente, las pléntulas se
lavaron eliminando el mitostatico y se procedid a fjarlas en solucion Farmer (alcohol etilico absoluto-acido
acético glacial 3:1) en donde permanecieron por lo menos una hora, para continuar con la técnica de tincion
de los cromosomas.

Las plantutas fijadas fueron lavadas con agua destilada para su posterior lincidn, se hidrolizaron con
HCI 1N & 60°C por 10-15 minutos y después fueron colocadas en solucién Feulgen preparada de acusrdo
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a Garcia (1988) durante dos horas. Con ayuda del microscopio de diseccidn se separd 1a zona del meristemo
apical de los coliledanes y se colocaron las partes meristematicas en un portaabjetos fimpio, al cual se le
agregd una gota de aceto-orceina al 1%; se le colocd el cubreobjetos y se procedio a realizar un
aplastamiento suave con el fin de separar las células y revisarlas al microscopio.

Cuando se observaron buenos campos, es decir, células completas con cromosomas bien
separados y en donde su forma fuera nitida., las preparaciones se hicieron permanentes; utilizando el
método del hielo seco (Conger y Fairchild, 1953), se montaron en balsamo de Canada y se dejaron secar
en un horno a 30°C durante 2 semanas.

Las preparaciones secas fueron revisadas y los mejores campos se fotografiaron con un microscopio
Axioscop Carl-Zeiss, implementado con una cAmara fotogrdlica Contax. De cada especie se realizaron fos
conteos cromosomicos de 5 a 10 células y de las mismas se realizaron las mediciones para la elaboracion

de los cariotipos.

MEIOSIS

Técnica para meiosis

Como se menciond anteriormente para ef andlisis cromosomico en elapa de miosis, se utilizd
material fijado en el campo. Con ayuda del microscopio de diseccitn, fueron seleccionados y separados los
botones florales de diferentes tamarios y se colocaron en una caja de Pelri; los botones se agruparon por
tamario.

De los botones més pequerios; las anteras fueron separadas y colocadas en un portaobjelos, se
fragmentd el tgjido para permitir la ruptura de I(;s sacos polinicos y a salida de las células, se agregé una
gola de acsto-carmin 1%, se macerd el iejido para separar las células, se calsnid ligeramente el
portaohjetos, para lograr una mejor tincién de la cromatina. Enseguida se colocd una gota de solucién de
Hoyer, se mezcld y calenté nuevamente, se colocé el cubreabjetos y se observd al microscopio de luz.

Las preparaciones en las que se encontraron células madres del polen (CMP) con.cromosomas bien
separados en profase | y metafase 1, en un solo plano, se dejaron secar una a 2 semanas; en caso de ser
necesario se aplico ligera presién para separar mds los cromosomas, de los mejores campos se tomaron

fotografas.
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Elaboracion de los cariotipos

Se seleccionaron de 3 a 5 células de cada especie, las cuales se fotografiaron y ampliticaron. De
los cromosomas de estas fotografias se tomaron fas siguientes medidas; longitud total, longitud de! brazo
largo, longitud del brazo corto.

Los cromosomas se clasificaron de acuerdo al criterio de Levan et al. (1964). Se calculd la media
y la desviacion estdndar de ta tongitud tolal y de los brazos de cada par de cromosomas homdlogos.

La cantidad total de cromatina se consideré con base en la longitud total de los cromosomas (la
suma de la longitud total entre el nimero de células estudiadas). Se determind el indice centramérico (ic)

para clasificar los cromosomas, usando la formula;

ic=__ P (100)
p+q

p= longitud del brazo corto
q=longitud det brazo largo

Se determind los indices de asimeltria de los cariotipos; F(%), TF(%) de acuerdo a Shina y Roy
(1979), utilizando las siguientes formulas:

F%= longitud del brazo corto (100)

longitud total del cromosoma

TE%= longitud total de tos brazos coros (100)

fongitud total de los cromosomas



realizadas por A. Novelo.

Cuadro 3. Datos de colecta de las especies del género Marathrum utilizadas para los estudios mitoticos. Les ejemplares de referencia son colectas

Especie Colector No. Colecta - Localidad
M. elegans Novelo &Philbrick 1238 GUERRERO: Mpio. Coahuayutia. Rio San Artonio, 2 5 km &l sur del peblado San
Antenio. Ait. 210 msnm (localidad tipo).
M. haenkeanum Novelo & Philbrick s/n *Ejemplares de referencia: 679, 1174.
JALISCO: Mpio. Puerto Vallarta. Rio localizado a 33.5 km al N de El Tuitc y aprox.
a 10 km al SO de Puerto Vallaria. Alt. 5 msnm.
M. haenkeanum Novelo & Philbrick 1267 GUERRERQ: Mpio. Coyuca de Benitez. Rio Coyuca, & 45 km al norte del poblado
Coyuca de Benitez. Alt.100 msnm.
M. haenkeanum Noveio & Philbrck 1356 GUERRERO: Mpic. Ayutia de los Libres. Rio en este poblado, aprox. 84 km al este
de Tierra Colorada. Alt. 330 msnm.
M. haenkeanum Novelo & Philbrick 1368 GUERRERO: Mpio. Xochistiahuaca. Rio que atraviesa la brecha, cerca dei poblado
de Zocoapan, aprox. a 26 km al noreste de Ometepec. All. 250 msnm.
M. rubrum Noveio & Philbrick s/n *Ejempiares de referencia; 979, 882, 1003, 1035, 1117, 1182, 1183, 1184.
JALISCO: Mpio. Cabo Corrientes. Rio Horcones a 17 km al S de Puerio Vallarta
rumbo a Chamela. Alt. 300 msnm.
M. rubrum Novelo & Philbrick 1361 GUERRERO: Mpio. Cuautepec. Rio el Velere, a 13 km al norte del poblado
Cuautepec, cerca de Cruz Grande. Alt. 370 mshm.
M. shiedianum Novelo & Calzada 1414 VERACRUZ: Mpic. Actopan. Rio Actopan en el poblado de la Esperanza. Aprox.
40 km al sureste de Xalapa. 160 msnm.
M. tenue Novelo & Calzada 1431 OAXACA: Mpio. San Fefipe Usilz. Rio Usila, 200 m arriba de la unién con el rig

Santiago, aprox. a 45 km al sur de Jalapa de Diaz. Alt. 180 msnm.

Colectas realizadas exclusivamente para los estudios carioldgicos.




Cuadro 4. Datos de colecta de las especies del género Marathrum utilizadas para los estudios meidticos.

Especie Colector No. col. Localidad
Novelo & Philbrick 996 NAYARIT: Mpio. San Blas. Rio Miramar, afueras de poblado Miramar, a
52 km al oeste de Tepic. Al 10 msnm.
M. glegans
Novelo & Philbrick 1004 NAYARIT: Mpio. Santiago Ixcuintla. Rio El Palilio, 3 km oeste de
Navarrete, 20 km NE de Szan Blas. Alt 100 msnm.
Noveln R., A 1009 GUERRERO: Rio en el poblaco Sanitz Rosa, 74 km SE de Zihuatanejo
rumbo a Acapuico. Alt. 50 msnm.
Novelo & Philbrick 1356 GUERRERO: Mpio. Ayutia de los Libres. Rio localizado aprox. 94 km al
M. haenkeanum este de Tierra Colorada. Alt. 330 msnm.
Novelo R., A. 1409 JALISCO: Rio las Juntas, aprox. 52 km a! sur de Puerio Vallarta. Alt. 300
msnm.
GUERRERO: Mpio. Cuautepsc. Rio E!l Velerc, en el poblado de
M. rubrum Novelo & Philbrick 1361 Coacoyulichan, 2l norte de Cuautepec cerca de Cruz Grande. Alt.

370 msnm.
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Figura 1. Mapa de localizacion de las colectas utilizadas para la técnica de mitosis de! genéro
Marathrum en México.
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Figura 2. Mapa de localizacion de las coleclas utilizadas para la téenica de meiosis del genéro
Marathrum en México.
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Germinacién

En cajas de Petri En Acuario

VI
3

a

Flgura 3. Esquema que ilustra el método de germinacién en cajas de petri. 8. en acuario. b.
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RESULTADOS

De cada uno de los ensayos realizados, para encontrar la técnica adecuada en la germinacion de
semillas, se obtuvieron los siguientes resultades.

1) En cajas de petri

Cuando se utilizd como método de germinacidn de semilias para las especies de Marathrum : cajas
de petri introducidas en un horno, los resultados fueron negalivos para todas las especies debido a que
estas semillas no germinan en Ia obscuridad, excepto para algunas semillas de M. haenkeanum.

El porcentaje de germinacion de semillas en cajas de petri a un foloperiodo de 12h y 24h luz a
temperatura de 25:£2°C fue mayor de 50%, los resultados fugron negativos debido a que las condiciones
no eran suficlentes para obtener cierta frecuencia de division celular y af aplicar la técnica de mitosis
tampoco fue posible establecer el horario de division celular en estas plantas.

Para todas las calectas (nueve) de cinco especies del género Marathrum la germinacion inicio al 4°
dia de ser colocadas en las cajas de petri, el porcentaje méximo de gertninacidn (2 80%) y crecimiento se
observd entre el 9°y 11° dla, después de este tiempo las plntulas empezaban a presentar clorosis y a los
12-14 dias morian.

2) En acuario

a) B acuario colocado inicialmente en un invernadero con luz natwal directa, presentd las
condiciones dplimas de germinacidn solo para semillas de Marathrum haenkeanum, el pacentaje fue mayor
de 70% y las plantulas crecleron lo suficiente pata aplicar la técnica de mitosis. Posteriormente fue dificil
mantenerlas ya que surgieron problemas de contaminacién por algas y fluctuaciones de temperatura, que
impidieron que las semillas germinaran adecuadamente. Se absetva que las pléntulas del género Marathrum
son sensibles a pH de tipo dcido (pH=4-6), cantidad de cloro, lemperatura, fotoperfode, aereacion, elc.
Cuando las condiciones para estas plantas acuaticas no son las adecuadas se ve afectado su crecimiento,
presentan clososis y mueren.
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b) En el método empleado para germinacion de semillas, utilizando agua de la llave esteriliza con
un pH=7, el porcentaje de germinacion fug mayor de 70%. Los resultados fueron negativos al aplicar la
técnica de mitosis, debido a que en ninguna de las colectas fue posible encontrar divisiones celulares.

¢) Este fue el método que dio mejores resullados, tanto para obtener un alto porcentaje de
germinacion (2 90%), como para la obtencion de pléntulas con merislemos apicales activos; ya que en eslos
en eslos se pudo encontrar divisiones celulares somaticas en diferentes elapas de milosis.

Se obluvieronpléntulas de las siguientes especies; Marathrum elegans, M. haenkeanum, M. rubrum
y M. tenue. Las semillas de M. schiedeanum no germinaron en estas condiciones.

Al romper la lesta (4° dia), el hipocdtilo es de color verde y posiblemente es fotosintético, de
acuerdo con Philbrick (1984), surge en ef mismo plano del eje longitudinal de la semilla y posleriormentc
dobla hacia abajo (figura 2a). El dpice de la radicula queda cercano al sustrato, de ella se originan fas
raiciflas de la pldntula por elongaciones de la pared celular de células epidérmicas, éstas van a servir de
mecanismo de union al sustrato, adhiriéndose a él por secrecién de una sustancia achesiva. De la base del
hipacdtilo, entre los cotiledones surge el meristemo apical del eje primario (epicétilo).

Eltamario adecuado para el pretratamiento de las plantulas es entre 0.57 mm a 1.18 mm de longitud
que corresponde a un perfodo de geiminacién y crecimiento de 7-10 dias; en esta elapa se encontraron
células meristematicas en division (Figura 2b), lo que permitio el estudio de los cromosomas metafésicos.
Aunque deigualforma es importante el horario de pretratamiento para encontrar divisiones celulares, eneste
frabajo s8 observé que el horario de division celular dptimo es de las 6:45 a 7:10 am para 3 especies del
género Marathrum y sblo para M. haenkeanum este rango es un poco més amplio (6:30-7:15 am y a las
12:00 horas).

E! método de germinacién utilizando un acuario en condiciones controladas, permitié que el
meristemo apical de las ptantulas creciera hasta alcanzar un tamafio adecuado, el cua! presentd division
celular. Este fue del 1.34% para Marathrum elegans; de 3.04% para M. haenkeanum; 0.52% para M. rubrum
y de 0.53% para M. tenue.
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Figura 4. Secuencia de ta germinacibn y desarrollo de una plantula del género Marathrum. A. Radicula
@ hipocotilo emergiendo de la testa (dia 4). B-C. Unibn de! hipocétito at sustrato por medio de raicilias (dia 5-6),
D-E. Cotiledones emergienda (dfa 8). F. Plantula madura con dos catiledanes, creciendo entre estos, e meristemo
apical y las raicilas en ia base del hipocéiilo que se forman por elongaciones celulares (dfa 9). (c=cotiledon;
h=hipocotilo; m=meristemo &pical; r=radfcula; ra=raicillas; t=testa), Diagrama tomado da Philbrick, 1984, Escata
1 mm.

Figura 5. Fotografia de una plantula de Marathrum haenkeanum. Con dos cotiledones, creciendo entre
estos el meristemo apical y las raicillas en la base de! hipocdtilo por elongaciones calulares (dfa 9). Escala 0.1
mm.
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El nimero diploide determinado para cuatra especies de Maratfrumes de 2n=28 (figuras 6-8), sdlo
se determind el numero haploide n=14 para M. haenkeanum (figura 7, cuadro 5). Estos nimeros son
reportados por primera vez para el género Marathrum.

Del andlisis de los resultados obtenidos, se indican las siguientes caracteristicas cromosdmicas
(cuadro 8): el nimero cromesdmico diploide (2p), intervalo de longitud de los cromosomas, promedio de la
longitud de los cromosomas, fdrmula cariotipica, numero fundamental, longitud total de la cromatina e indices
de asimetria F(%), TF(%).

Enla figura 11, se compara la cantidad de cromatina {longitud en pm) entre las especies tratadas
en donde M. tenue fue la especie que presentd una longitud mayor con 40.61 pm.

Marathrum elegans. 2p=28. (figura 6a-b). En el cuadro 8 se observa para esta especie un intervalo
de longitud de cromosomas de 0.55 a 1.74 um con un promedio de longitud de 1.16 pm, mientras que la
longitud de fa cromatina es de 32.51 um, la cual representd el valor mds bajo de las cualro especies
analizadas. El nimero de células con buena contraccion de sus cromosomas no fue suficiente para la
elaboracion del cariotipo, sin embargo, permitid la determinacitn de los paramefras ya mencionados.

Marathrum haenkeanum. 2p=28. (figuras 6¢-d, 7a-b y 9; cuadras 6 y 8). Enla férmula cariotipica sa
observan 11 pares de cromosomas melacéntricos y 3 submetacéntricos. En la figura 6d se muestra un par
de cromosomas con una constriccién secundaria, aunque en esle trabajo sdlo fue posible observar estas
canstricciones en un sélo campo celular, Este nimero se confimé con los resultados obtenidos en meiosis
con un n=14. El nt=28. El intervalo de longitud de los cromosomas es de 0.944 a 1.646 ym, con un
promedio de longitud de 1.26 pm, mientras que la longitud total de la cromatina es de 35.30 ym. El indice
F(%), presentd un rango de 33.33 a 45.89 y un Indice TF(%) de 42.31, valor superior al registrado en M,
fubrum.

Marathrum rubrum. 20=28. (figuras 8a-b y 10; cuadros 7y 8). Presenta una formula cadiolfpica con
14 pares de cromosomas metacéntricos. Un n.f.=28. Elintervalo de tongitud de los cromosomas es de 0.87
a1.416 pm, con un promedio de longitud de 1.23 pm, mientras que la longitud total de la cromatina es de
34.5 ym. E indice F{%), presentd un rango de 39.98 a 47.41 y un TF(%) de 34.50.
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Marathrum tenue. 2n=28. (figuras 8c-d). En ef cuadro 7 se observa para esta especie un intervalo
de longitud de cromosomas de 0.95 a 2.07 ym, con un promedio de longitud de 1.45 pm, mientras que la
longitud total de la cromatina es de 40.61 ym, la més alta de todas las especies, al igual que en M. elegans
no fue posible la elaboracién del cariotipo.

MEIOSIS
En cuanto a la técnica de meiosis, los resultados fueron negativos para cinco de las seis colectas
estudiadas, de un total de tres especies; Marathrum elegans, M. haenkeanum y M. rubrum. Sélo se

abservaron cromosomas meidlicos en M. hagnkeanum, la cual presentd la formacidn de 14 bivalentes y una
sagregacion normal (figura 7).
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Cuadro 5. Numeros cromosomicos en diferentes poblaciones de cu

aro

especies del género Marathrum.

Especies Colector No. col. { Estado 2n n h

M. elegans Novelo & Philbrick 1238 Guerrero 28 T
s/n Jalisco 28
1267 Guerrerp 28

M. haenkeanum Novelo & Philbrick 1356 Guerrero 28 *

1368 Guerrerc 28 *
1409 Jalisco 14
sin Jalisco 28

M. rubrum Novelo & Philbrick
1361 Guerrero 28

M. tenue Novelo & Calzada 143 Oaxaca

28

*=numeros cromosémicos no determinados.
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Figura 6. Cromosomas somaticos de: Marathrum elegans, a-b, M. haenkeanum, c-d; ambas
especies con 2n=28, Las flechas en d, indican cromosomas con canstriccidn secundaria (sélo se observe’
8n un campo calular). Escala 3cm = 10zm.
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Figura 7. Cromosomas meidticos de Maralhrum haenkeanumda unapoblacién de Jalisco, conp=14,
en metafase |. a. Cromosomas meidticos en granos de polen n=14, en melafase Il. b. 3cm = 10.m.
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Figura 8. Cromosomas somaticos de: Marathrum rubrum, a-b. M. tenus, ¢-d; ambas especies con 2=28.
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Figura 9. \diograma de los cromosomas de Marathrum fiagnkeanum, mostrando 1-11 metacénlricos,
12-14 submelacéntricos. La linea media indica la posicidn del centrdmero en cada uno de los cromosomas.
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Figura 10. ldiograma de los cromosomas de Marathrum rubrum, mostrando 1-14 metacéntricos. La
linea media indica la posicidn def centrémero en cada uno de los cromosomas.
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Cuadro 6. Promedio de !z longitud tota! de los cromosomas y brazos de los 14 homdlogos de Marathrum haenkeanum. IC. es el indice

centromeérico; m, metacéntrico, sm, submeiacénirico; =, media; 5, desviacion estandar.

Longitud de los Longitud de los Longitud de
Homélogos cromosomas brazcs largos los brazos L.C. Tipo
x x 8§ x * s cortos
x + 8
1 1.646+0.203 0.878+0.112 0.750+0.101 45.56 m
2 1.560+0.183 0.884+0.120 0.670+0.130 42.94 m
3 1.440+0.213 0.8260.116 0.614+0.100 42.63 m
4  1.364%0.173 0.754:£0.650 0.606+0.127 44.42 m
5 1.316+0.178 0.712+0.103 0.604+0.086 45.89 m
6 1.274+0.193 0.742+0.107 0.526+0.088 41.28 ™
7 - 1.23440.217 © 0.668+0.145 0.566+0.080 45.86 m
8 1.172£0.173 0.650+0.123 0.520:+0.057 4436 m
g 1.11620.19 0.6260.091 0.490+0.107 4390 m
10 1.0560.141 0.582+0.055 0.474+0.093 44 88 m
11 0.944+0.109 0.505+0.0.74 0.433+0.054 45.86 m
12 1.308+0.157 0.866x0.119 0.436+0.049 33.33 sm
13 1.200+0.261 0.798+0.041 0.432+0.093 36.00 sm
14 1.046x0.250 0.732+0.075 0.352+0.088 33.65 sm




Cuadro 7. Promedio de la longitud de los cromosomas y brazos de los 14 homdlogos de Marathrum rubrum. iC, es el indice centromér.co;
m, metacéntrico; =, media; s, desviacion estandar.

Longitud de los | Longitud de los | Longitud de los
Homologo cromosomas brazos largos brazos cortos 1.C. Tipo

S x = S x = S x = 8

1 1.416+0.101 0.780+0.040 0.640+0.070 45.19 m
2 1.370+0.079 0.730+£0.017 0.640+0.075 46.71 m
3 11.303+0.083 0.693£0.035 0.5360.083 41.13 m
4 124340050 |  0.736£0.076 0.500+0.089 40.22 m
5 1.180+0.020 0.683+0.047 0.493+0.023 41.77 m
6 1.160+0.020 0.540+0.035 0.536+0.021 46.20 M
7 1.133+0.020 0.650+0.055 0.483+0.058 4263 m
8 1.103+0.038 0.566-+0.038 0.523+0.015 47 41 m
9 1.080+0.026 0.593+0.046 0.496+0.025 45.92 m
10 1.063+0.020 0.603+0.035 0.425+0.007 39.98 m
11 1.020+0.026 0.580+0.043 0.433+0.060 42 45 m
12 0.983+0.005 0.543+0.030 0436+0.028 4435 m
13 0.920+0.052 0.490+0.028 0.400:0.026 4347 m
14 0.870+0.062 0.470+0.046 0400:0.017 | 4597 m




Cuadro 8. Caracteristicas cromosémicas de cuatro especies del género Marathrum. Cromosomas metacéntricos, m; cromoscmas submetacentrices,

sm; namero fundamentzl, n.f.; indices de simetriz, TF.% y F%.

Intervalo dela | Promedio de Lengitud
Especies 2n | leongitud delos | lalongitud dej Fdérmula | n.f.| totaldela F(%) TF(%)
cremosomas Ics cariotipica cromatina
(gm) cromosomas (um)
(um)
M. haenkeanum | 28 0.944 a 1.646 1.26 11m+3sm | 28 3530 |33.33a4589 4231
M. rubrum 28 0.870 a 1.416 1.23 14m 28 34.50 35.98 2 47.41| 43.28
M. elegans 28 0.550 a 1.740 1.16 32.51 *
; M. tenue 28 0.950 a 2.070 1.45 T | 4061 -

* = no determinado.




WO 30 ORI

50

40

20

'

101

0~

30~

40.61

35.3 34.5
..32.01..

/ mj —i e

S _— _

i A

M. elegans M. haenkeanum M. rubrum M. tenue

Figura 11. Cantidad tota! de cromatina en cuatro especies del género Marathrum
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DISCUSION
La germinacion de fas semillas utilizadas para este estudio inicid a los cuatro dias de haber sido
colocadas en agua de la llave esterilizada y bajo luz artificial, observandose aproximadamente un 95% de
germinacion cerca de los 9 dias, lo cual coincide con lo reportado por Philbrick y Novelo (1994).

1) En cajas de petri
Los resultados de germinacion en cajas de petri en obscuridad con temperatura conslante fueron
negativos, aunque este es uno de los métodos convencionales méas empleados para cohtener tejido
meristematico activo, en el que se puede encontrar un gran nimero de divisiones somdticas. En nuestro
taso no funciond ya que, las semillas de las Podostemaceas son foloblasticas positivas, es decir, que no
germinan en la oscuridad (Philbrick y Novelo, 1994).

El empleo de este método para la germinacion de semillas del géneroc Marathrum, con foloperiodo
de 12h luz- oscuridad y 24h de luz constante utilizando agua de la llave esterilizada, permitié el desarrollo
del meristemo apical de las plantulas, pero no fue posible determinar el tiempo de ciclo celular. Por otra parte
la presencia de clorosis aparentemente por falta de nutrientes es evidente a partir del octave dia, por lo tanto
el meristemo apical se deteriord antes de poder utilizarlo para los estudios carioldgicos.

2) En acvario

Debido a que este trabajo fue de tipo exploratorio, es importante resallar los mélodos para illevar
a cabo la germinacién de semilias en algunas especies requirieron hacer algunas modificaciones con objeto
de lograr resultados Gptimos.

En la etapa de germinacidn de semillas en acuario, influyen multiples factores en la oblencién de
células en division, como son: el pH y la luz, la concentracidn de nulrientes, la temperatura, etc. Por sjemplo
un pH menor a 7 impide que 1as semillas germinen adecuadaments. En nuestro caso la exposicion dal
acuario a luz natural directa {invernadero), no permitio un control, lo que posiblemente redujo ia cantidad de
células en division,

Otro factor importante que modifica la frecuencia de division es el ritmo circadiano (ritmo
ciicadiano=la capacidad de fijar y repetir funciones a intervalos de aproximadamente 24 horas) de estas
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plantas. Se sabe que el ritmo circadiano baja en la noche, y fos procesos ciclicos de los organismas camo
la division cefular se incrementan durante el dia.

El bajo porcentaje de divisidn celutar para las pldntulas de Marathrum (un rango de 0.52 a 3.04%),
podria deberse a que el cracimiento es por elongacidn de los cotiledones y el hipocdtilo, més que por divisidn
celular y este crecimiento se lleva a cabo en al menos los 10 primeros dias de haber sido colocados en
condiciones adecuadas (Sehgal et al, 1993). Por ofro lado, este bajo porcentaje también puede indicar una
asincronfa en el ciclo de la divisidn celular de estas plantas. Seran necesarios un mayor numera de estudios
para saber cuales son los factores que afectan dicho porcentaje de divisidn celular.

Schnell y Cussel (1963) estudiaron el desarrollo de las pléntufas de las Podostemaceae, haciendo
notar la ausencia de la raiz primaria y la aparicion en el polo radical de pelos unicelulares como érganas de
fijacion. Philbrick (1984) y Schnell y Cusset (1963), mencionaran que el crecimiento de las raicillas de las
plantulas es inicialmente por la elongacidn de las células epidermicas; por lo que eslas estructuras no
pudieron ser utilizadas para la abservacion de cromosomas como comunmente se hace en otras plantas.

Sin embargo, estos pelos unicelulares {radicula) son los primeros primordios de 1a raiz (Philbrick,
1984). A partir del desarrollo de las raices de las Podostemaceae, se forma un eje posirado llamado tallo
y el cual se adhiere fuertemente a la roca y l'ega a alcanzar varios centrimetros de largo (Ratishauser, 1995).

Porcentajes similares de division celular en algunas especies de Podostemaceas, han sido
reportados por Uniyal y Moham Ram (1994), quienes emplearon como método de germinacion un medio
nutritivo de cultivo de tejidos vegetales de Murashige y Skoog (1962) con sacarosa al 2% en pequefios cubos
de pldstico (estirena). Utilizaron porciones apicales de talos, encontrando una frecuencia del divisién celutar
del 1% y observaron mitosis en el 2% de las preparaciones, la forma de los cromosomas que ellos
abluvieron es elongada.

Ef nimero cromosémico diploide de las especies estudiadas del género Marathrum de 2n=28 es
determinado por primera vez para este género y difiere de los reportados hasta al momento para olros
géneros de la familia Podostemaceae, con la excepcidn de Oenone imthumi Goebel {=Apinagia} que ha sido
de n=12-14. La similitud en el nomera cromosdmico entre los géneros Marathrum y Apinagia apoya su
estrecha relacion; Royen (1954) ha mencionado las dificultades que exislen para diferenciar al género
Marathrum de Apinagia y 56lo a través de fa suma de caracteres se puede tomar una decision definitiva,
aunque en la practica no es tan facil. Al respecto Lové y Lova {1974) mencionan que diferenles nimeros
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bésicos en especies relacionadas, puede significar que se rata de géneros distintos, siempre y cuando esta
diferencia también se correlacione con caracteristicas morfoldgicas o de otro tipo.

El 2n=28 reportado por primera vez para 4 especies mexicanas de Marathrum, sugiere que el
nimero basico para el género probablemente es x=14.

Cronquist (1981) propuso para la familia Podostemaceae un nimero basico de x=10, basado en e
reporte delos nimeros cromosémicos de Dalzellia ceylanicacon 2n=20, Podostemum subulatusy Weddelina
squamulosa con 2n=40. Posteriomente Okada (1991) sugirid x=5, basdndose en un complemento
cromosomico de tipo bimodal en Cladopus nymani con 2n=30, formado por 8 pares de cromosomas grandes
y 7 pares pequenos.

Si el nimero bésico para la familia es x=5 como ha sido sugerido por Okada (1991) 6 x=10
propuesto por Cronguist (1981}, es evidente que la poliploidia y la aneuploidia han intervenido en la
oblencion de n=14. De acuerdo con esto, los ndmeros cromosémicos 2p=20, 30 y 40 son niveles de
tetraploidia, hexaploidia y octaploidia o diploidia, triploidia y tetraploidia, respeclivamente. Es evidente que
la informacidn sobre el nimero cromosdmico de las especies que constituyen a la familia Podostemaceae
s muy escasa (se cuenta sélo con 3% de conteos cromosomicos a nivel de especie) y por lo tanlo no son
suficientes para sugerir un nimero bésico en la familia.

La canlidad de cromatina (longitud) para las cuatro especies fue variable, aunque para Marathrum
haenkeanumy M. rubrum se observé cierta similitud en los valores, los cuales fueron 35.30 y 34.50 ym
respectivamente. La canlidad de cromalina para M. elegans fue la menor, presentando 32.51 ym, mientras
que para M. tenue fue la mayor, con 40.61ym. Estudios realizados por Bennelt et al. (1982), Slebbins (1871),
Van'tHofy Sparrow (1963) demostraron que existe una correlacion positiva entre la longitud, el volimen lotal
de la cromatina y el liempo minimo del ciclo mitdtico, con el contenido de ADN, Bennett (1983) sefialé que
un mayor contenido de ADN determina el tamafio celular, voldmen nuclear y por lo tanto los procesos de
desarrollo de una planta, presentdndose un ciclo celular largo, mayor duracion de la meiosis y aumento en
el tamaiio de algunas estructuras, pero para las especies analizadas de Marathrum este planteamiento no
se observd, yaque M. elegans {con menor longitud total de cromatina) presenla una longitud de la espatela
de 15-20 mm, nimero de tépalos de 7-9 y numero de eslambres de 7-9, mientras que M. tenue (con una
mayor longitud total de a cromatina) presenta una longitud de la espalsla de 3-10 mm, nomero da tepalos
de 3(-5) vy nimero de estambres de 2(-4). Sin embargo, es necesario realizar mediciones del perimetro
nuclear y celular para ver si hay una relacién entre el contenido de ADN con el volimen celular y nuclear.
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Stebbins (1971) menciond que fas especies que presentan mayor cantidad de cromalina son menos
avanzadas, de acuerdo a este autor, la especializacion entre las especies tiende a una reduccién en la
longitud total de la cromatina. Lo anterior sugiere que la especie mas avanzada es Marathrum elegansy la
menos avanzada es M. fenue, quedando en una pasicién inlermedia M. Haenkeanum y M. rubrum.

Bennelt (1976) analizd la relacién entre el contenido de ADN y el gradiente latitudinal de especies
cultivadas. Encontré que algunas especies de cereales con mayor cantidad de cromalina crecen a mayores
latitudes o altitudes, como Secala afghanicum, S. montanum, y S. vavilovii, mientras que las especies que
crecen en latitudes o altitudes menores, como S. silvestre, S. africanumy S. dighorivum presentan menor
cantidad de ADN. De acuerdo a esto, sugiere que la variacion interespecifica en la cantidad de ADN en las
angiospermas tiene un significado adaptativo, aunque menciona fa necesidad de mas estudios que indiquen
la tendencia de este carcter enire los grupos de plantas. En el presente trabajo no fue posible determinar
las diferencias intragspecificas e interespecificas en el género Marathrum, debido a que los datos disponibles
se sobrelapaban y no fueron suficientes para este tipo de inlérprelacién.

Al comparar los cariotipos de M. haenkeanum y M. rubrum se observaron diferencias en la
morfologia de fos ctomosomas: ef cariotipo de M. haenkeanun: estd constituido por 11 pares de cromosomas
metacéntricos y 3 pares submelacénlrices (constriccion secundaria en un par de cromosomas; observado
en un campo celular) mientras que M. rubrum presenta un cariotipo con 14 metacéntricos. Al respecto
Lewistky (1931) menciond que los cariotipos simétricos son primitivos, en comparacidn a [os asimétricos
que son derivados, como es observado en Crepis. Con base a lo anterior, el cariotipo de M. haenkeanum
es derivado, mientras que el de M. rubrum es primitivo. La tendencia hacia la asimetria (menor nimero de
cromosomas metacéntricos) es predeminante en angiospermas (Stebbins, 1971).

El grado de asimetria mayor de M. haenkeanum se correlaciond mediante los valores oblenidos de
los indices de asimetria, ya que presentd un TF(%) de 42.31 y el rango de F(%) de 33.33 a 42.31, mientras
que M. rubrum presenté un TF(%) de 43.28 y un F(%) de 39.98 a 47.41. Asf entonces un TF(%) alto indica
un cariotipo més simétrico, un rango mas amplio de F(%) indica una estructura mas asimétrica de! cariotipo.
Elincremento de la asimetria posiblemente sea el resultado de inversiones pericéntricas y translocaciones
homocigoticas desiguales, sin cambio en e ndmero fundamenial, conviiendo a los cromosomas
metacéntricos en submetacéntricos.

El andlisis conjunto de las caracteristicas cromosémicas de 4 especies del género Marathrum, indica
una correlacion positiva entre la longitud total de la cromatina, ef intervalo de longitud de los cromosomas
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y el promedio de la fongitud de eslos, de tal manera que M. lenue presentd los mayores valores para estos
paramelros, mieniras que les siguen en orden descendente, M. haenkeanum, M. rubrumy M. elegans.

Es necesario fa obtencion del cariotipo de las especies restanies para saber i la lendencia es hacia
un incremento de 1a longitud total de la cromatina, como débilmente es sugerido por M.haenkeanum y M.
rubrum, y de ser asi, se esperaria que M. tenue tenga un cariotipo y un TF% mas asimélrico, mientras que
M. elegans seria la especia con el cariotipo y 7% més simétrico.

MEIOSIS

Como se menciond anteriormente sélo se encontraron cromosomas melafdsicos en meiosis para
una soia colecta de un total 6, para tres especies det género Marathrum.

El andlisis de la meiosis para Marathrum haenkeanum, mostrd un comportamienlo normal en la
segregacion de los cromosomas, lanto en metafase | como en olras fases de la meiosis. Lo observado en
esta etapa del ciclo celular descarta que en la evolucidn cariotipica estén involucradas las translocaciones
heterocigolas, que de estarlo se deberian delectar en las figuras cromosdmicas duranie la meisis.

A continuacion se numeran los factores que posiblemente influyeron en la pobre obtencion de los
cromosomas meioticos y deberian ser lomados en cuenia para estudios posteriores: a) horario de fjacion
de los botones florales; b) tamario de los botones florales para la oblencién de CMP (células madres del
polen; y ) respecto a la colecla en su habital natural; profundidad (en cuanto al nivel del agua) a la que
deben ser lomados los bolones florales, ya que este pueds ser un factor importante en la maduracion de
los granos de polen.



CONCLUSIONES
Del estudio carioldgico del género Marathrum se puede concluir (0 siguiente:

a) El namero cromosémico diploide para las poblaciones mexicanas de 4 especies del género
Marathruni es 2n=28.

b) Ef numero basico para el género Marathrum en México probablementa es x=14.

¢) Con base en fa cantidad de cromatina el cambio de! estado primilivo al derivado, sitia a las
especies en el siguiente orden; M. tenue, M. haenkeanum, M. rubrum y M. elegans.

d) Con base en las caracteristicas carioldgicas, M. rubrum se considera cariotipicamente més
primitivo que M. haenkeanum; ya que M. rubrum presenté mayor nlmero de cromosomas metacéntricos y
porlo tanto un cariotipe mds simétrico. El cariotipo de M. haenkeanum se hamodificado prabablemente por
inversiones pericenticas y translocaciones homocigolas desiguales.

¢) En este trabajo no fue posible establecer diterencias en la cantidad (longitud) de cromatina
interespecificas e Intragspecificas de fas poblaciones estudiadas del génerp Marathrum correlacionadas con
los par&melros de altitud y latitud, ya que los dalos dispenibles se sobrelapan y no muestran diferencias
significativas, estudios més especificos podrian plantearse para un futuro.

f) De los estudios realizados en meiosis, sélo fue posible cbservar cromosomas en una sola colecta

de M. haenkeanum, para la cual se obluve un n=14. Las demés colectas analizadas presentaron polen
desarrollado aun en los botones mas pequefios.
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