S0r0 NACIORAL ONOWA 9
s UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
A N dudu

7

|

FACULTAD DE CIENCIAS

CONTEOS CROMOSOMICOS Y CONTENIDO DE ADN EN
ASTERACEAE DE LA RESERVA ECOLOGICA DEL
PEDREGAL DE SAN ANGEL, MEXICO, DISTRITO

FEDERAL.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

BIOLOGO

PRESENTA

HUMBERTO CORREA MORALES

DIRECTORA DE TESIS
DRA. MARIA GUADALUPE ANTONIA PALOMINO HASBACH

2011




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Hoja de datos del jurado

Datos del tutor

Dra.

Maria Guadalupe Antonia
Palomino

Hasbach

Datos del sinodal 1
Dr.

José Luis
Villasenor

Rios

Datos del sinodal 2
Dra.

Rosario

Rodriguez

Arnaiz

Datos del sinodal 3
Dra.

Regina

Montero

Montoya

Datos del sinodal 4
Dra.

Susana

Valencia

Avalos

Datos del trabajo escrito

Conteos cromosomicos y contenido de ADN en Asteraceae de la Reserva Eco-
logica del Pedregal de San Angel, México, Distrito Federal

115 p
2011



DEDICATORIA

A mi madre Luz del Carmen.
A mis hermanos Elizabeth y Jaime.

A mis sobrinos Maria José, Mina, y Jael



AGRADECIMIENTOS

Al Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Innovacién Tecnolégica
PAPIIT-UNAM, por el financiamiento al proyecto IN214408 “Niveles de poliploidia en las
Asteraceae de la Reserva Ecoldgica del Pedregal de San Angel, Ciudad Universitaria, México

Distrito Federal”, del cual es parte el presente trabajo.

A la Dra. Guadalupe Palomino Hasbach por ser mi asesora de tesis, que fomenté la

dedicacion en mi trabajo y fue paciente durante mi estancia como tesista de licenciatura en

el laboratorio de Citogenética del Jardin Botanico del IBUNAM.

Al M. en C. Francisco Javier Martinez Ramoén por la ensefianza en el manejo de la
técnica citogenéticas y en la toma de fotografias, asi como en resolver mis dudas durante los

conteos cromosomicos.

A la M. en C. Miriam Laad por su apoyo en la técnica de Citometria de flujo para la

determinacion del tamafio del genoma en las especies estudiadas.

A la Biél. Ingrid Brunner por su apoyo en la limpieza y germinacion de semillas y por

hacer del laboratorio un lugar mas ameno.

Al Dr. José Luis Villasefior por sus atinadas correcciones y por cultivar el interés en el

conocimiento.

A mis sinodales, la Dra. Rosario Rodriguez, la Dra. Susana Valencia y la Dra. Regina
Montero por sus atinadas correcciones e invertir parte de su valioso tiempo para que mi

trabajo de tesis fuera un trabajo propio de la Universidad.

Al Dr. Ignacio Méndez por su sencillez y gran ayuda en la realizacién de los analisis

estadisticos.

Al Biol. Jorge A. Saldivar Sandoval del area de computo del Jardin Botanico del
IBUNAM, por la edicién final de la tesis.

Al Biol. Enrique Ortiz Bermidez por su ayuda en la elaboracién de mapas y

proporcionarme la informacién de la base de datos.

A la Biél. Verénica Cepeda por escuchar mis dudas acerca del presente trabajo y por su

amistad durante la realizacién de la tesis.

A los Biélogos Leonardo Céspedes y Oscar Hinojosa por su ayuda y apoyo durante la

recolecta e identificacién del material biolégico.



A mi madre Luz del Carmen y a mis hermanos Jaime y Elizabeth por confiar siempre

en mi, y en querer verme contento haciendo las cosas que me agradan.

A mis primos Su Lin y Jests, y a mis tios Cuauhtémoc y Jovita por hacer de mi hogar
un mejor lugar para vivir y procurar que sea un mejor ser humano. También agradezco su

paciencia.

A las personas del Instituto de la Juventud del Distrito Federal de la que he recibido

apoyo y espero continie apoyandome mientras lo necesite.

A mis amigos de la Facultad de Ciencias Alberto, David, Daniela, Gerardo(s), Héctor,
Oscar, Tania, Anaid, Luis Alejandro, Rodrigo y muchos mas, que me han acompanado
durante gran parte de la carrera y que por diversas razones nos hemos distanciado. Sin

embargo, sé que puedo presumir de su amistad.

A mi amigo Hugo, companero y amigo del atletismo. A mis entrenadores y compaiieros

atletas con los que he logrado una amistad mas alla de las pistas.

A Jazmin y Nancy por su amistad sincera.



INDICE

Pags.

RESUMEN 1
INTRODUCCION 2
ANTECEDENTES 4
Citogenética 4
Mutaciones cromosémicas 5
Especiacion 7
Poliploidia 9
Criterios para determinar la poliploidia en plantas 10
Auto y alopoliploidia 11
Formacién y establecimiento de poliploides 11
Diploidizacion 13
Caracteristicas de los poliploides 14
Familia Asteraceae 16
Importancia de las Asteraceae en la composicién de floras 17
Numeros cromosémicos en la familia Asteraceae 18
Importancia de la investigacién de la poliploidia en Asteraceae 22
Importancia econémica de la familia Asteraceae 22
Tamafio del genoma 23
Estimaciones del valor C en plantas 24
Citometria de flujo 25
Usos de la Citometria de flujo en el genoma de las plantas 27
Contenido de ADN en Asteraceas presentes en la REPSA 28
Monitoreo de areas naturales protegidas 29
Restauraciéon de ecosistemas 29

OBJETIVOS 31



Pags.

MATERIAL Y METODOS 32
Area de estudio 32
Técnica de observacion de cromosomas mitéticos 34
Estimacion de la frecuencia de la poliploidia en las Asteraceas de la REPSA 38
Estimacién de la viabilidad de polen en especies de Asteraceae de la REPSA 38
Técnica para la obtencién de ADN por Citometria de flujo 38
Analisis estadisticos 43

Distribucion geografica y comparacion de la distribucion de especies entre
Melampodium longifolium y Melampodium perfoliatum; Stevia tomentosa y

Stevia viscida

43
RESULTADOS 44
Revision de listados floristicos de la REPSA 44
Numeros cromosomicos obtenidos para especies de Asteraceae de la REPSA 45
Estimacién de la poliploidia en especies de Asteraceae de la REPSA 52
Poliploidia en géneros de Asteraceae presentes en la REPSA 56
Viabilidad de polen en especies de Asteraceae de la REPSA 58
Contenido de ADN por Citometria de flujo para especies de Asteraceae de la
REPSA 60
Resultados del analisis estadistico para el contenido de ADN 68
Distribucion geografica y comparacion de la distribucion de especies entre
Melampodium longifolium y Melampodium perfoliatum; Stevia tomentosa y
Stevia viscida
70
DISCUSION 75
CONCLUSIONES 82
LITERATURA CITADA 84

APENDICE 102



Conteos cromosémicos y contenido de ADN en Asteraceae de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel, México, Distrito Federal 1

RESUMEN

En el presente estudio se contribuyé con 14 nuevos conteos cromosémicos en especies de
Asteraceae de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA). La familia
Asteraceae es la mas abundante en la REPSA y en el pais. Se evalué, con una revisién
bibliografica, el nimero de especies de Asteraceae con numeros cromosémicos reportados y
presentes en la REPSA. Se emplearon los nimeros cromosémicos obtenidos y los publicados
en la literatura para evaluar la poliploidia en 87 especies con base en tres criterios: especies con
tres 0 mas juegos cromosémicos (35.7%), especies con n=> 14 (62%) y especies con n= 11 (81%).
Se determiné el tamano del genoma en picogramos (pg) y su composicién en millones de pares
de bases de nucleétidos (Mpb) en 14 especies de Asteraceae. Los valores determinados para el
tamaio del genoma oscilan entre 2C ADN= 5.969 pg en Bidens pilosa y 2C ADN=1.676 pg en
Bidens bigelovii. Las diferencias en el contenido de ADN fueron significativas (p< 0.0001), lo
cual era de esperarse al tratarse de especies de tribus diferentes, mas no en algunas especies del
mismo género y nivel de ploidia, como Melampodium longifolium con 2n= 2x= 18, 2C
ADN= 1.727 pg v M. perfoliatum con 2n= 2x= 22; 2C ADN= 3.784 pg; también en el caso de
Stevia tomentosa 2C ADN= 2.616 pg vy Stevia visctda 2C ADN= 2.898 pg, ambas con
2n= 3x= 33. Es importante mencionar cierta proporcion existente entre el tamano del genoma
y el nivel de ploidia entre Bidens odorata (2n= 2x= 24, 1.774 *+ 0.0282 pg) y Bidens pilosa
(2n= 6x= 72, 5.969 £ 0.0284 pg). Se comparoé la distribucién geografica entre Melampodium
longifolium y M. perfoliatum y Stevia tomentosa y S. viscida. Se observé que M. perfoliatum,
especie con un mayor contenido de ADN, tiene amplia distribucién en el pais, contrario a
M. longifolium que se distribuye de manera restringida. Las dos especies de Stevia ocupan
areas geograficas distintas, aunque convergen en la zona del Eje Neovolcanico Transversal.
Los conteos cromosémicos y la cuantificacion de ADN por Citometria de flujo son de gran
importancia para conocer niveles de poliploidia en distintos grupos de organismos. Si bien, los
conteos cromosémicos reportados son nuevos para individuos presentes en la REPSA, ya
existen reportes previos en la literatura de estas 14 especies, lo que vino a reforzar lo reportado
en la literatura. Esto puede ser de ayuda para determinar la variacion inter e intraespecifica,
los patrones de divergencia y los mecanismos relacionados con la evolucién de los genomas, asi
como tomar decisiones en criterios biogeograficos al hacer estudios comparativos de la flora de
la REPSA con otras floras del pais. Todo esto permite tener un mejor conocimiento de
nuestros recursos genéticos y generar estudios de filogenia y conservacion entre otros. La
poliploidia se encuentra en todos los grupos vegetales y se considera una de las fuentes de
nuevas adaptaciones y eventos de especiacién. El elevado porcentaje de poliploides en las
Asteraceas de la REPSA es reflejo de su capacidad para colonizar nuevos habitats con
condiciones adversas, ya que el nimero de especies registradas ha ido en aumento, de acuerdo
con los listados floristicos realizados a lo largo de los afios.
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INTRODUCCION

La citogenética es la rama de la biologia encargada de estudiar a los cromosomas
durante las fases de divisién celular, asi como su constitucién genética. De especial interés, el
conteo cromosémico, el andlisis cariotipico y la cuantificacién de ADN son técnicas de gran
importancia para conocer niveles de poliploidia en distintos grupos de organismos y
determinar la variacion inter e intraespecifica, los patrones de divergencia y los mecanismos
relacionados con la evolucién en los genomas; esto con la finalidad de tener un conocimiento
de nuestros recursos genéticos para generar estudios biosistematicos, de filogenia y
conservacion, entre otros. La poliploidia se refiere a la presencia de tres o mas juegos de
cromosomas basicos (x) en una especie y es un evento presente en todos los grandes grupos
vegetales (Stebbins, 1950, 1971). Debido a su distribucién geografica, que indica un aumento
gradual de éstos conforme aumenta la latitud, se piensa que la poliploidia confiere resistencia

a medios y ambientes hostiles.

Con los conteos cromosémicos, junto con otros estudios complementarios, se analizan
las variaciones numéricas de diferentes especies y poblaciones relacionadas entre si. Otro
parametro importante en este tipo de estudios se refiere a la cuantificacién de ADN por
genoma, que es un método rapido y preciso para estimar el tamano, composicién del genoma
y niveles de ploidia en especies vegetales (Palomino, 2000), que se ve reflejada en una gran

variacién en distintos taxa, producto de la respuesta a la adaptacion ecolégica de las plantas

(Bennett y Leitch, 1995; Grime, 1998; Ohri, 1998).

Se cree que la poliploidia es uno de los mecanismos que hacen posible la diversificacién
y colonizacién de nuevos habitats para los grupos de plantas, por lo que se considera
importante estudiar este fenémeno en la familia Asteraceae (Compositae), perteneciente al
grupo de las angiospermas. Las Asteraceas son el grupo con mayor riqueza y mas
ampliamente distribuido con mas de 1535 géneros y cerca de 23,000 especies (Jeffrey, 2007;
Stevens, 2001; Bremen, 1994; Panero y Funk, 2002). Los miembros de esta familia se
encuentran desde las zonas polares hasta los trépicos, abarcando casi todos los habitats
disponibles. Dentro de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA) el grupo de
las Asteraceas es el grupo mas numeroso, con 93 especies registradas en el dltimo listado

floristico (Céspedes 2010).

Evaluar el papel de la poliploidia en la diversificacién y evolucion de las Asteraceas es

preponderante en nuestro pais. La Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA)
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ubicada en el campus de Ciudad Universitaria de la Universidad Nacional Auténoma de
México cuenta con uno de los dltimos reductos de la comunidad de matorral xeréfilo de
Senecto (= Pittocaulon) praecox producto del derrame de lava del volcan Xitle hace unos 2000
anos. Esto la convierte en candidata especial para conocer los niveles de ploidia en el mayor
numero de especies posibles, con enfoque especial en Asteraceas por ser la familia con el
mayor nimero de especies en la REPSA (Rzedowski, 1954; Carrillo, 1995; Castillo Argiiero et
al. 2004; Soto, 2007).

A pesar de que esta comunidad se encuentra en categoria de Monumento Nacional, ha
sido afectada constantemente por incendios, saqueos, basura y la invasién de especies ajenas a
la Reserva. La importancia de los estudios relacionados con la REPSA radica en su
conservacion, ya que representa uno de los ultimos reductos de los ecosistemas del sur del
valle de México (Rzedowski, 1954, Carrillo, 1995), que ha sido destruido casi por completo por

el avance de la mancha urbana en la ciudad de México.
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ANTECEDENTES

Citogenética

Es el campo de la Biologia que se encarga de estudiar la estructura, organizacién y
comportamiento cromosémico durante la mitosis y meiosis, asi como su relacién con la
transmisiéon y recombinacion genética (Lacadena, 1988). Durante la mitosis, los cromosomas
homologos permanecen independientes, mientras que en la meiosis, los cromosomas se
encuentran apareados formando bivalentes para intercambiar segmentos y producir la

recombinacion entre sitios homélogos de ADN.

Durante el desarrollo de la citogenética se puede destacar la época en la que fue
necesario establecer el nexo de unién entre los conocimientos citolégicos y las leyes
mendelianas, ya que los citélogos del siglo XIX no lograban ponerse de acuerdo con lo que
observaban en el microscopio porque les hacia falta un marco de referencia para interpretar
dichas observaciones. Después del redescubrimiento de las leyes de Mendel, los citélogos
lograron disponer de unos supuestos comunes para estar de acuerdo en la interpretacién de

sus observaciones (Baxter and Farley, 1979 citado por Lacadena, 1988).

Con lo anterior se abrié paso a la Teoria Cromosémica de la Herencia, la cual queda

resumida en tres postulados:
1) Los genes estan situados en los cromosomas,
2) Su ordenacién sobre los mismos es lineal y

3) Al fenémeno genético de la recombinacién le corresponde un fenémeno citolégico de

intercambio de segmentos cromosémicos homélogos (Morgan y Cattell, 1912 citado

por Lacadena, 1988).

En la Botanica, la Citogenética ha contribuido significativamente al conocimiento de
los mecanismos de aislamiento reproductivo y modos de especiacién en plantas (Solbrig,
1977). En la actualidad, los estudios citogenéticos se emplean como informaciéon taxonémica
complementaria a los estudios morfolégicos, anatémicos, palinolégicos, embrioldgicos,

bioquimicos y moleculares (Valdés, 1997).

La Citogenética es un campo util para la caracterizacién de los genomas. El analisis
del nimero cromosémico, el tamano y la forma de los cromosomas (cariotipo), la

determinaciéon de los niveles de ploidia con base en el conteo cromosémico, el



Conteos cromosémicos y contenido de ADN en Asteraceae de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel, México, Distrito Federal 5

comportamiento de los cromosomas durante la mitosis y meiosis y la cuantificaciéon del
contenido 2C de ADN nuclear o tamano del genoma son algunas de las herramientas
utilizadas. Este tipo de analisis nos ayudan a determinar patrones de divergencia de especies
y mecanismos involucrados en la evolucién de los genomas. La determinaciéon de los
cariotipos proporciona informacién del nimero basico (x) de grupos de ligamiento génico,
proporcionando un indicador de la similitud genética entre poblaciones y especies (Rieger et
al. 1982). Los estudios cromosémicos nos dan informacién acerca de la variaciéon entre
grupos taxonémicos, ademas de proporcionar una idea de la posible diversificacién en el
tamafio del genoma entre géneros, especies y poblaciones. Dado que los cromosomas son
guias de afinidades filogenéticas e importante fuente de informacién para las clasificaciones
sistematicas, es importante analizar mediante las técnicas de citogenética existentes, las
caracteristicas del cariotipo, comportamiento en division celular y la variacién intra e

interespecifica del tamafio del genoma (Stebbins, 1971).

Recientemente, la hibridacién in situ (ISH) ha contribuido de manera significativa
en estudios evolutivos, biosistematicos y de mejoramiento vegetal. Con esta técnica se
pueden dar a conocer modos de especiacion, producto de las mutaciones que alteran las
caracteristicas de los cromosomas. Consiste en llevar a cabo la hibridacién entre una sonda
de secuencias marcadas de ADN y el ADN de los cromosomas blanco; de esta manera, las
secuencias complementarias hibridaran dependiendo de su homologia; la ubicacién de los

sitios de hibridacién se realizara mediante el uso de fluorocromos (Poggio y Naranjo, 2004).

Se ha visto que los estudios citogenéticos ponen de manifiesto la variabilidad
gendémica de las especies de importancia para el hombre. El analisis citogenético puede ser
utilizado en campos del conocimiento tales como la Agronomia, estudios biosistematicos,
evaluacién de recursos fitogenéticos actuales y/o potenciales, conocimiento de la flora
mexicana, conservaciéon in situ y ex situ (Palomino 1991, 2000), ecologia, palinologia,
etnobotanica, estudios sobre sistemas reproductivos y biologia evolutiva. Los numeros
cromosémicos asi como su morfologia, comportamiento meiético, potencial de hibridacién y
contenido de ADN (Kenton, 1986), otorgan una idea de las relaciones taxonémicas que
puedan existir para llevar a cabo la produccién de hibridos y poliploides de importancia

econémica.

Mutaciones cromosomicas

Se entiende como mutacién cromosémica al efecto de la variacién en el ndimero

cromosémico o caracteristicas de los cromosomas. Este fenémeno contribuye al flujo génico
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que existe entre especies, por lo que su papel en la diversificaciéon de las especies ha sido muy
estudiado (White, 1978; King, 1993; Rieseberg, 2001). Por su tipo se dividen en
estructurales y numéricas. Un Citotipo se define como cualquier variedad o raza de una
especie cuyo complemento cromosémico difiere cuantitativamente o cualitativamente, ya
sea en nimero cromosémico o en estructura cromosémica, del complemento estandar de la
especie (Miintzing, 1953), por lo que comprender los tipos de mutaciones cromosémicas es

importante en la Citogenética.
a) Estructurales

La wvariaciéon cromosémica estructural consiste en un reordenamiento de la
disposicion lineal de los genes sobre los cromosomas, en la que puede ocurrir ganancia o
pérdida del contenido de informacién genética (Lacadena, 1988); afectando la estructura y

tamaifo de los cromosomas. Dentro de este tipo, podemos encontrar :

e Translocaciones. Ocurren cuando dos cromosomas no homoélogos
intercambian segmentos cromosémicos. Este fenémeno puede detectarse
porque durante la meiosis el heterocigoto estructural forma un
cuadrivalente. Un ejemplo de translocacion en plantas se da en el género
Oenothera, en el que los individuos son heterocigotos estructurales
permanentes ya que todos los cromosomas estan implicados en

translocaciones multiples (Levy y Levin, 1975).

e Inversién. Se presenta cuando un segmento cromosémico cambia de
orientacion en el cromosoma. Pueden ser de importancia evolutiva
porque representan un mecanismo de aislamiento reproductivo por la

ausencia de recombinacién por parte del segmento invertido (Lacadena

1988).

e Delecion. Ocurre por la pérdida de un segmento cromosémico que puede

poseer varios genes (Lacadena 1988).

e Duplicaciéon. Es la repeticién de un segmento de un cromosoma, que
puede ser la réplica en el mismo cromosoma una réplica transpuesta a un
cromosoma no homélogo. Este aumento del material genético puede
generar la aparicion de nuevos genes en el proceso evolutivo (Lacadena,

1988).
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b) Numéricas

La variacién numérica consiste en un cambio en el nimero original de cromosomas.

Las plantas suelen soportar mejor las variaciones numéricas (Levin, 2000), mientras que la

mayoria de los animales presentan problemas de viabilidad o fertilidad cuando las portan.

Especiacion

Desde

reproductiva, es

Fusiones y fisiones céntricas. La primera se refiere a la union de
cromosomas homoélogos con la pérdida del centrémero de uno de ellos, la
segunda ocurre por la escisién de un cromosoma en dos con la aparicién

de un nuevo centrémero.

La Poliploidia. Es un tipo de variacién numérica en donde se originan
nuevos organismos con tres o mas juegos completos de cromosomas. Es
mucho mas frecuente en plantas que en animales y se presenta en todos

los grupos de plantas superiores (Stebbins, 1950, 1971, Lacadena, 1988).

La Aneuploidia. Es un cambio en el nimero de cromosomas, sin llegar a

afectar a la dotacién completa de cromosomas.

Disploidia. Se refiere al aumento o disminucion progresiva en el nimero
cromos6émico como resultado de rearreglos de segmentos cromosomicos y
pérdidas o incorporaciones de centrémeros sin que haya un cambio en el

genotipo.

el punto de vista genético, una especie puede definirse como una unidad

decir, como el conjunto de individuos con capacidad de producir

descendencia fértil en condiciones naturales normales, mediante cruzamiento de sus

miembros, esto es, cuando pueda existir flujo genético entre individuos o poblaciones. En

numerosos grupos taxondémicos se ha demostrado que en sus procesos de especiacién han

intervenido, o estan interviniendo, determinados mecanismos citogenéticos (Lacadena,

1988).

Durante los procesos evolutivos que presentan los organismos a lo largo del

tiempo, se incluyen dos aspectos:

a) La evolucion filética o anagénesis. Se refiere a cambios progresivos dentro de una

linea filética que implica un cambio en la frecuencia genética de una poblacién.
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b) La cladogénesis o evolucion cladogenética. Implica la bifurcacion de una linea o
rama filética primitiva en dos o mas ramas nuevas (Baker, 2005). Ayala y Kiger
(1980) mencionan que la gran diversidad de organismos en el mundo es resultado de
una evolucion cladogenética, que produce nuevas adaptaciones a una variedad de
nichos ecolégicos, asi como formas de vida. La especiacion es el fenémeno
cladogenético mas fundamental. Se denomina especiacion al proceso por el que una

especie da origen a dos 0 mas especies. Puede ser de tres tipos:

o Alopatrida. Cuando una poblacién en la que sus individuos se aparean sin
restricciones, se separa en dos o mas por una barrera geografica. Por lo
tanto las poblaciones resultantes se desarrollaran separadas y de manera
gradual y pueden ser sometidas a condiciones ambientales diferentes.
Como consecuencia de esto, se presentaran mecanismo de aislamiento

entre las subpoblaciones.

e Simpatrida. Contrario a la alopatrica, la diferenciacién genética se
presenta sin la separacion de las subpoblaciones (Mayr, 1963).
Generalmente ocurre por la hibridaciéon de especies cercanas, de manera
que desarrollan mecanismos de aislamiento reproductivos, lo que lleva a
que las especies nuevas ocupen otros nichos ecoldgicos. La poliploidia es
un factor importante en la especiacién simpatrica de las plantas (Otto y
Whitton, 2000; Ramsey y Schemske, 2002). De especial interés, la
alopoliploidia parece ser el tipo de especiacién hibrida mas frecuente entre
las plantas (Jain, 1976). Las implicaciones evolutivas y genéticas de la
poliploidizacién recurrente y reorganizacién son obvias, pues representan
fuentes importantes de variaciéon genética. Otto y Whitton (2000)
desarrollaron un método para estimar la poliploidia y estimaron que
ocurre 2-4 % en angiospermas y 7% en helechos. Concluyeron que la
poliploidizacion puede ser el evento mas frecuente de especiaciéon

simpatrica en plantas

o Peripatrida. Se presenta cuando una nueva especie surge en habitats
marginales dentro de los limites de una poblacién mayor en los que el
flujo génico puede verse disminuido y finalmente ser inexistente. Con esto

las poblaciones periféricas se convierten en nuevas especies (Desalle y
Hunt, 1987).



Conteos cromosémicos y contenido de ADN en Asteraceae de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel, México, Distrito Federal 9

e Parapatrida. ocurre cierto flujo de genes entre subpoblaciones vecinas sin
una separacién geografica entre éstas. En la graminea Anthoxanthum
odoratum, se presenta un buen ejemplo de especiaciéon parapatrica, ya que
poblaciones de esta especie cercanas a lugares con altas concentraciones
de zinc y cobre, desarrollaron resistencia a dichos metales, lo que condujo
a la divergencia de otras poblaciones de esta misma especie, no solo con la
tolerancia a suelos contaminados, sino también a cambios en la época de

floracién, presentando wuna frecuencia de autopolinizacién mayor

(Qureshi, et. al. 1985).

Poliploidia

Cuando la dotacién autosémica normal de un individuo esta compuesta por mas de
dos juegos completos de cromosomas, se dice que es un poliploide (Winkler 1916). Este autor
introdujo y definié el término poliploidia al realizar estudios en Solanum. A su vez, Winge
(1917) comparé el nimero cromosémico de especies del género Chenopodium y observé una
serie aritmética regular, basada en x= 9. Propuso que el nimero cromosémico se duplica en
los hibridos de especies. Cuando los juegos cromosémicos son iguales se dice que el individuo
es autoploide y se denominan de esta manera tri, tetra, n-ploide segin sus células tengan 3,
4 0 n nimero de complementos cromosémicos. Si los juegos cromosémicos no son iguales, se
denomina aloploide, que puede reunir en su complemento cromosémico dos o mas
complementos cromosémicos de especies diploides diferentes. A veces puede ocurrir que no
se hayan encontrado o que estén extintas las especies diploides ancestrales que intervinieron
en la formacion de los aloploides naturales. La poliploidia es un fenémeno natural, aunque
puede aparecer de manera inducida mediante tratamientos experimentales (Lacadena 1996).

La poliploidia es considerada una fuerza evolutiva muy importante (Masterson, 1994).

La poliploidia es un proceso evolutivo ampliamente distribuido en todos los grupos
vegetales, aunque de manera irregular entre los grupos de plantas (Stebbins, 1950, 1971;
Grant, 1989). Estimaciones recientes sugieren que alrededor del 70% de las angiospermas
han sufrido uno o mas periodos de poliploidizacién (Masterson, 1994). Stebbins (1950)
consideré alrededor del 30 al 35% de las especies de angiospermas presentan poliploidia.
Grant (1963) estimé el porcentaje de poliploidia en 47% para lo cual tomé en cuenta los
numeros cromosémicos de 17,138 angiospermas, considerando que especies con n= 14 o mas
indicaba poliploidia. Calculé una frecuencia de 43% en dicotiledéneas y 58% en

monocotiledéneas. Goldblatt (1980) consideré que las especies con n= 11 o mas indicaba
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poliploidia, y probablemente aquellas con n= 9 y 10 de origen aneupolide. Goldblatt hizo un

mayor énfasis en la poliploidia intragenérica; calculé que entre el 70-80% son poliploides.

La frecuencia de poliploidia en pteridofitas es aproximadamente de 95% (Grant,
1989), en algunas briofitas (Stebbins, 1950; Grant 1971) y en muy pocas gimnospermas es
menor del 5% (Khoshoo, 1959). Algunos grupos de plantas aparentemente carecen de

poliploidia, por ejemplo, no se han encontrado individuos poliploides en ginkgo o en cicadas

(Grant, 1971).

Uno de los papeles evolutivos de la poliploidia es proveer de loci para una
evolucién divergente, proceso en el que durante un corto periodo de tiempo muchas especies
se derivan de una o varias especies de ancestros (Morescalchi, 1977). Otro papel evolutivo es
la generacion de diversidad génica en el que genes duplicados por poliploidia pueden retener
su funcion original o una similar, lo cual es traducido en una diversificacion de proteinas

funcionales y reguladoras; o en caso contrario, el silenciamiento, por medios epigenéticos o

mutaciones (Wendel, 2000).

Criterios para determinar la poliploidia en plantas

La poliploidia ocurre en gran medida dentro de los distintos grupos de plantas, sin
una relacién obvia respecto a posiciones filogenéticas dentro de un grupo en especifico
(Stebbins, 1950). Se han utilizado principalmente tres criterios para determinar si una

especie es poliploide en plantas:

a) Stebbins estimé que 30-35% de las angiospermas son poliploides y su estimacién
incluye como poliploides aquellas especies con nimeros cromosémicos gaméticos
multiplos de un nimero basico diploide encontrado dentro de su mismo género;

numero conocido como poliploide intragenérico (Stebbins, 1950; Goldblatt, 1980).

b) Grant (1963) consideré que especies con n= 14 o mayores, presentan poliploidia.
Llegé a esta conclusién utilizando una tabla en la que se analizaron 17,138 especies
de angiospermas con un ndmero cromosémico (n) haploide establecido (todos los
numeros cromosémicos encontrados hasta la fecha de su estudio). Calculé que su
media era de n= 15.99. Estos resultados también arrojaron una moda de n= 7,8 y 9
para dicotiledéneas herbaceas y n= 7 en monocotiledéneas. En las dicotiledéneas
lenosas se encontré una distribucién de frecuencias bimodal, cuyos maximos fueron
de n= 8-9 y n= 11-14. Supuso que éste altimo grupo de nimeros cromosémicos de
dicotiledoneas lefiosas se originé de un grupo filogenético vecino con un nimero

cromosémico de alrededor de n= 8, semejante al primer maximo de ese grupo. Por
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otro lado en su estudio menciona una estimacién con un rango de n= 7-9 como el
numero cromosémico original para las angiospermas, cuyo origen fue el Mesozoico
medio. De acuerdo con su estimacién, numeros cromosémicos superiores a n= 14
son de origen poliploide. También consideré que existe la posibilidad de encontrar

poliploidia en nimeros cromosémicos por debajo de n= 14 (Grant, 1963).

¢) Goldblatt (1980) Utilizando un método semejante al de Grant sugiere que especies
con valores superiores a n= 11 presentan poliploidia. Considera que el método de
Grant para estimar la poliploidia es una medida que posee muchos huecos o “gaps”,
ya que para analizar este tipo de eventos es necesario realizarlo en niveles de
género, también denominada poliploidia intragenérica. Realizé6 una tabla de la
frecuencia de poliploides en familias de monocotiledoneas; en esta tabla se
encuentra representada tanto los porcentajes de poliploidia intragenérica y las

especies con numeros mayores a n= 13 (Goldblatt, 1980).

Auto y alopoliploidia

Grant (1981) senal6é que los principales criterios para distinguir entre autopoliploides
y alopoliploides son el comportamiento cromosémico, la fertilidad, las tasas de segregacion y
la morfologia. También mencioné que estos criterios pueden no aplicarse en algunos casos
individuales. Ademas destacé que la autopoliploidia y la alopoliploidia son miembros
extremos dentro de un gradiente entre los que se pueden destacar los autopoliploides

estrictos e interraciales. Los alopoliploides segmentales y genémicos.

Un autopoliploide es aquel poliploide que surge como resultado de una duplicacién
cromosémica, por lo que proceden de una sola especie parental y presentan asociaciones
multivalentes durante la meiosis y una herencia multisémica (Stebbins, 1971, Ramsey y
Schemske 1998, 2002). Los alopoliploides, que son de origen hibrido, presentan
complementos cromosémicos de dos o mas linajes, que pueden estar extintos en la
actualidad. Estos complementos cromosémicos pueden presentar diferencias en cuanto a la
secuencia de ADN, la expresion alélica, la estructura, el orden de los genes y la presencia de

homologia entre los cromosomas (Ramsey y Schemske 2002).

Formacion y establecimiento de poliploides

En general, la frecuencia de eventos de formacién de poliploides es muy rara en la

naturaleza (Ramsey y Schemske, 1998). Aunque la formacién de gametos no reducidos (2n)
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es considerado un evento raro en general (McCoy, 1982), la produccién de gametos no
reducidos o diploides es al parecer, el evento que involucra la mayor producciéon de
poliploides en poblaciones naturales (Harlan y de Wet, 1975). Existen una serie de factores
tanto genéticos como ambientales que han influenciado la frecuencia de aparicién de la
formacion de gametos no reducidos (Sax 1937; Thompson y Lumaret 1992; Ramsey y
Schemske 2002). Algunos factores genéticos en la formaciéon de gametos no reducidos se han

observado en algunas especies de interés para la agricultura como la papa (Mok y Peloquin

1975; Veilleux et al., 1982), alfalfa, (McCoy, 1982) y mora azul (Qu y Vorsa, 1999).

Los genes que controlan las tasas de produccién de gametos no reducidos pueden
llegar a fijarse en pequeiias poblaciones y hacer mas frecuente la presencia de individuos
poliploides en estas poblaciones. Los factores ambientales que afectan la formaciéon de
gametos no reducidos incluyen cambios repentinos en la temperatura (tratamientos de frio o
calor), deshidratacion, rayos X, rayos ultravioleta e infecciones por agentes patégenos que
pueden inducir duplicaciones cromosémicas (Sax, 1937). Existen otros factores que pueden
llegar a contribuir a la formacién de poliploides e incluyen la clonacién, la separacién de su

nicho y el apareamiento selectivo.

El primer paso critico en la evolucién de los poliploides es el establecimiento y la
subsecuente persistencia de este nuevo poliploide (Fowler y Levin, 1984). Un nuevo y, por lo
tanto poliploide raro dentro de una poblacién o citotipo diploide podria estar en desventaja
en cuanto a la fertilidad, ya que muchos polinizadores del citotipo poliploide incluiran polen
de individuos diploides. Cuando un citotipo es predominante dentro de un ecosistema puede
llegar a excluir citotipos raros para alcanzar altas frecuencias dentro de una poblacion, esto

se conoce como el principio de exclusion de los citotipos menores (Burton y Husband, 1999).

Existen algunos modelos que se han desarrollado para determinar de qué manera los
poliploides llegan a establecerse en una poblacién compuesta por diploides (Fowler y Levin,
1984; Felber, 1991; Rodriguez, 1996; Burton y Husband, 2000). Los parametros que se
incluyen en estos modelos son la produccién de gametos no reducidos (2n) por el citotipo
diploide, la frecuencia de los tetraploides formados en cada generacion, los origenes
multiples de poliploides a los largo de varias generaciones (perennes versus anuales). Una vez
que la produccion de gametos diploides excede un cierto umbral, los tetraploides seran

capaces de reemplazar a los diploides.

Aunque los nuevos poliploides presentan un nivel reducido de fertilidad, estos

aumentan de manera considerable en las siguientes generaciones (Ramsey y Schemske,
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2002). Por lo tanto, los nuevos poliploides tendran que competir y establecerse entre un

numero mayor de individuos diploides.

Se han descrito dos hipétesis acerca de bajo qué condiciones, un nuevo poliploide
originado a partir de una o mas especies parentales, puede llegar a establecerse y persistir
(Fowler y Levin, 1984; Felber, 1991; Rodriguez, 1996). La primera sugiere que un nuevo
poliploide puede persistir sustituyendo a su progenitor diploide, ya sea como resultado de un
equilibro inestable entre los citotipos y la pérdida de una pequeiia poblaciéon diploide
mediante la competencia (Fowler y Levin, 1984; Rodriguez, 1996). La segunda hipétesis
sugiere que un nuevo poliploide puede coexistir con su progenitor diploide, como resultado

de la diferenciacion de habitat, inmediatamente después del origen de los poliploides.

Durante la formaciéon de poliploides, puede ocurrir la eliminacién de secuencias
especificas en el genoma. La eliminacién de cantidades considerables del genoma del trigo
(alrededor del 14%) sugiere que la eliminacién de secuencias especificas facilita el

apareamiento de los cromosomas homélogos (Liu et al., 1998; Shaked et al., 2001)
Diploidizaciéon

Cuando los individuos autopoliploides son de formaciéon reciente, presentan a
menudo una alta frecuencia de multivalentes en la meiosis. Debido a esto, la fertilidad puede
verse reducida por una segregacion irregular de los cromosomas (Stebbins, 1971, Grant,
1989). Sin embargo, a través del tiempo, los poliploides tienden a comportarse
genéticamente como diploides. A este proceso se le denomina diploidizacién (Grant, 1989).
La diploidizaciéon afecta tanto el comportamiento citolégico como la constitucion genética

de los poliploides (Grant, 1981).

En algunos poliploides, la organizacién cromosémica y la inactivacién de genes
(silenciamiento) son tan extensas, que el genoma es estructurado como un diploide. Uno de
los problemas al estudiar estos individuos poliploides que se comportan como diploides es
discernir si realmente se trata de un organismo poliploide. Por ejemplo, se presentaron
dudas en torno a Zea mays, si realmente era un diploide o un antiguo alopoliploide.
Mediante estudios de mapeo, se reunié evidencia de que se trata de un alopoliploide que fue
sometido a un extensivo rearreglo cromosémico (Soltis y Soltis, 1999). Los elementos
transponibles, o elementos genéticos moviles, juegan un papel importante no solo en la
evolucién genémica de las plantas en general, sino también de manera especifica en el

desarrollo de poliploides (Matzke y Matzke, 1998; Bennetzen, 2000; Feschotte et al., 2002).
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Estos elementos parecen ser los agentes causales del silenciamiento de genes en algunos

casos.

Wolfe (2001) indic6 que el gran misterio de la evolucién poliploide son las bases
moleculares de la diploidizacién. Sin embargo, gracias a innovadoras técnicas en biologia
molecular, que incluye los métodos de bandeo cromosémico (GISH y FISH), mapeo
genético y de genética comparativa, se ha evidenciado la reorganizacién intra e
intergenémica de los genomas poliploides (Soltis y Soltis, 1993; Leitch y Bennett, 1997;
Soltis y Soltis, 1999; Wendel, 2000).

Caracteristicas de los poliploides

Entre los cambios que presentan los organismos poliploides con respecto a los

diploides podemos mencionar los siguientes:

a) Genéticos. Grant (1981) mencioné que la alta frecuencia de especies poliploides en
plantas superiores habla del éxito en cuanto a su sistema genético para perpetuar la
adaptacion de genotipos hibridos dentro del marco de la reproduccion sexual, lo que
provoca una alta adecuaciéon en el ecosistema y una rapida capacidad para
establecerse. También sugirié que una segunda caracteristica de los poliploides que
puede ser ventajosa, es una tasa génica de amortiguamiento en su genotipo, en
comparacién con los diploides, debido a la presencia de numerosas copias de los
genes caracteristicos. Tanto los mecanismos genéticos como los epigenéticos pueden
alterar la expresién génica y por ende, la duplicacion de estos genes. Otra
consecuencia de la poliploidia son las interacciones gendémicas que pueden dar
surgimiento a nuevos patrones de expresion y que puede conducir a la activaciéon
transcripcional y transposicional de transposones y retrotransposones (Soltis, et al.
2003). Estudios utilizando electroforesis enzimatica han revelado que los individuos
autopoliploides poseen un nivel de heterocigosis superior al de sus progenitores

diploides, porque pueden mantener tres o cuatro alelos en un solo locus (Levin,

1983).

b) Bioquimicos. Organismos alopoliploides poseen la capacidad de producir nuevas
formas de proteinas heterodiméricas, que no han sido producidas por sus
antecesores diploides (Soltis, et al. 2003). Los rapidos rearreglos y reduccién
gendémica, movimientos de ciertos segmentos de material genético a través del
genoma y la introduccion de materiales genéticos externos ilustran una alta

complejidad en la dindmica de un genoma poliploide. La heterocigocidad presente
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en poliploides puede ayudar a incrementar las alternativas en cuanto a las vias

metabdlicas, haciéndolas mas flexibles, lo que también puede ser una ventaja

comparada con los diploides (Levin, 1983).

c) Citolédgicos.

Mitosis. El comportamiento cromosémico durante la mitosis de

individuos poliploides no muestra irregularidades (Lacadena, 1988).

Meiosis. En los ntcleos de las células autotriploides los cromosomas
homoélogos se presentan por triplicado, en donde se han descrito casos de
apareamiento multiple en Trillium (Matsuura, 1949). Comings y Okada
(1971) observaron que en pollos triploides, los complejos sinaptonémicos
aparecian dobles en algunas zonas, indicando la posibilidad de que
estuvieran apareados los tres homélogos. También hay observaciones en
Alllium  sphaerocephalon, donde los complejos sinaptonémicos se
mantienen siempre simples aunque pueden cambiar de pareja; es decir, el
multivalente se mantiene por asociacién de los cromosomas homélogos,
dos a dos en cada region de apareamiento (Loidl y Jones, 1986). Las
observaciones realizadas ponen de manifiesto que no todos los
cromosomas 3x se asocian formando trivalentes, sino que pueden
formarse bivalentes, quedando cromosomas sin aparear o univalentes
(Lacadena, 1988). En autotetrapolides cada cuatro homoélogos pueden dar
lugar a un cuadrivalente, a un trivalente y a un univalente, a dos
bivalentes, a un bivalente y dos univalentes o a cuatro univalentes
(Lacadena, 1988). Los alopoliploides se pueden originar por la duplicacién
cromosémica de los hibridos interespecificos o intergenéricos o por la
tetraploidizacién y posterior cruzamiento de los autotetraploides de
especies diferentes. Si los genomas parentales del alopoliploide son mas o
menos homélogos, habra una cierta posibilidad de que aparezcan

asociaciones multivalentes meidticas y de lo avanzado que esté el proceso

de diploidizacion (Ridley, 1960, Lacadena, 1988).

d) Morfolégicos. Levin (1983) también sefial las ventajas intrinsecas de la poliploidia,

en la que expone una serie de numerosos tipos de cambios asociados con la

poliploidia (tanto en alopoliploidia como autopoliploidia). Estos incluyen cambios

en el tamafio de la planta, tiempo de floracién y el rendimiento reproductivo. Por lo

general, en las plantas poliploides las formas gigas (gigantismo) resultan aparentes,
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ya que todos los 6rganos de la planta aumentan de tamafio, asi como el color de las
hojas que puede ser mas oscuro. También puede haber disminucién; por ejemplo, en
Datura los 6x y 8x muestran fenotipos muy débiles. Normalmente los 3x y 4x son

los que aparecen con nivel 6ptimo (Lacadena, 1996).

e) Fisiolégicos. Continuando con los trabajos pioneros de Tischler (1935) y Love y
Love (1949), Grant (1981) sugirié que los poliploides pueden ser mas comunes en
altas latitudes que los diploides. Esta idea ha sido apoyada debido a que las floras
dominantes en esas partes se caracterizan por presentar habitos perennes, en los

cuales la poliploidia es mas frecuente que en plantas anuales (Stebbins, 1950;

Ehrendorfer, 1980).

f) Ecolégicos. Este tipo de estudios han revelado que las plantas de origen poliploide
pueden influir de manera profunda en las interacciones con los herbivoros y
polinizadores (Thompson et al., 1997; Segraves y Thompson, 1999; Nuismer y
Thompson, 2001; Thompson et al., 2004), ademas de que la poliploidia puede
desencadenar cambios en la biologia reproductiva de la especie (Soltis et al., 2003).
A pesar del reducido nimero de estudios de ecologia evolutiva de interacciones
planta/animal en diploides y poliploides, datos recientes presentan una marcada
diferencia en patrones de ataque por herbivoros en diploides versus poliploides
(Thompson et al., 1997; Nuismer y Thompson, 2001) y una fuerte diferencia de la
presencia de polinizadores respecto a los diploides y poliploides (Segraves y
Thompson, 1999).

Familia Asteraceae

Es la familia mas numerosa de plantas vasculares en el mundo. El numero de especies
se estima en 22472 distribuidas en 1587 géneros (Funk et al., 2009). La familia es
monofilética, dentro del orden de las Asterales. Se caracteriza por inflorescencias primarias
que forman una cabezuela en forma de flor, denominada pseudantica, que puede adaptar
muchas formas y presentar forma tubular o ligulada o no, rodeada por una o mas series de
bracteas. A este tipo de inflorescencia se le denomina capitulo. No poseen caliz o esta
reemplazado por un vilano. Las flores son muy pequeiias y en algunos casos microscépicas,
con una corola gamopétala epigina; un androceo cominmente con cinco estambres que estan
unidos por las anteras; el gineceo consta de dos carpelos, ovario infero y unilocular con un
solo 6vulo. El pistilo posee un estilo dividido en dos ramas estigmatiferas en el apice. El

fruto es seco, de tipo cipsela debido a la posiciéon del ovario, comtinmente llamado aquenio;
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las semillas estan desprovistas de tejido endospérmico A pesar de que la familia se encuentra

ampliamente estudiada y definida, existe una gran variacién entre sus miembros (Bold,

1977).

La familia contiene algunos géneros con una gran cantidad de especies, como es el
caso de Senecto con 1250 especies, Hieracium con 1000 especies y Helichrysum con 600
especies (Kew Royal Botanic Gardens a). Las tribus Senecioneae, Gnaphalieae, Astereae,
Anthemideae, Heliantheae y Eupatorieae son las mas diversas y comprenden alrededor del
57% de los géneros de las Asteraceas. El nombre de la familia proviene del griego dorrip
(aster) que significa estrella. Las formas de las Asteraceae varian desde arbustos, arboles o
herbaceas anuales y perennes, hasta algunas especies que son epifitas (Funk et al., 2005).Son
especialmente abundantes en zonas con disturbios, aunque existen algunas especies

restringidas a determinadas areas que se encuentran en peligro de extincion.

Importancia de las Asteraceae en la composicion de floras

Las Asteraceas se encuentran distribuidas alrededor de todos los continentes
(Cosmopolitas), excepto en la Antartida. México es el pais con mayor numero de especies de
Asteraceae en el mundo. En México estan representadas por unas 2700 especies y 323

géneros, mas que en cualquier otro pais y cuenta con un minimo de 1700 especies endémicas

(Turner y Nesom, 1998; Rzedowski, 1991; Villasefior, 2003).

Las especies de esta familia crecen en casi cualquier tipo de habitat, desde bosques y
pastizales a gran altitud, hasta los bosques tropicales en donde son menos comunes. Varios
grupos de la familia encuentran beneficio al colonizar areas con disturbios tales como el
diente de leén y los cardos. Por otro lado, existen especies con distribucion restringida. La

amilia Asteraceae se encuentra bien representada en varios de los ecosistemas del pais. En
familia Ast tra b p tad de 1 t del pais. E

la mayoria de los bosques de encino se encuentran estratos arbustivos cuyos géneros mas
frecuentes son Baccahris, Eupatorium y Senecio (Rzedowski, 1978; Benitez, 1986), mientras
que en el estrato herbaceo se encuentran géneros como Gnaphalium, Cirsium, Dahlia,
Tagetes, Senecio y Bidens (Rzedowski, 1978). En el bosque de pino, el estrato herbaceo se
encuentra representado por especies como Gnaphalium oxyphyllum, Cirsium ehrenbergii,

Dahlia merkii, Piqueria pilosa y Tagetes lunulata.

En zonas de matorral xeréfilo y pastizal semidesértico, las Asteraceae junto con la
familia Poaceae, son las mas diversas (Challenger, 1998). Rzedowski (1978) menciona que
los géneros Ambrosia, Artemisia, Encelia, Eupatorium, Flourensia, Gochnatia, Viguiera,

Zaluzania y Zinnia son dominantes en estas zonas y considera que la familia Asteraceae
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suele ser la mas importante en esos ecosistemas, pues en algunos lugares representa hasta el
25% de la flora total. Sin embargo, en cuanto a ecosistemas correspondientes a las selvas

himedas, la familia Asteraceae se encuentra pobremente representada en nuestro pais.

Numeros cromosomicos en las Asteraceas

Los primeros conteos cromosémicos para miembros de la familia fueron
publicados hace mas de un siglo (Juel 1900; Land 1900; Merrell 1900). La amplia variedad,
tanto morfolégica como de la diversidad de ambientes que ocupan las especies de asteraceas
también se ve reflejada en los diversos numeros cromosémicos que presentan las diferentes
tribus pertenecientes a esta familia. Solbrig (1977) propuso que x= 9 es el nimero basico
ancestral para esta familia, basado en el analisis de la frecuencia de los ndmeros
cromosémicos conocidos. 2n= 18 es el nimero mas frecuente reportado en la base de datos
mas completa para esta familia (Index to chromosome numbers in Asteraceae). Los nimeros
cromosémicos son variados y van desde 2n= 4 para Brachyscome dichromosomatica y
Xanthisma gracile, hasta 2n= 432 (x= 9) reportado en Olearia albida, ambas de la tribu
Astereae. En afios subsecuentes y con el empleo de técnicas moleculares para el analisis de
filogenias, a través de polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién (RFLPS) y el
analisis de secuencias de pares de bases, diversos autores han comparado resultados
moleculares con datos de los nimeros cromosémicos, con el objetivo de obtener conclusiones

acerca de mnumeros cromosémicos ancestrales dentro de géneros y entre tribus

(Baldwin et al., 2002; Ito et al., 2000).

Con el objetivo de tener una concepcién general de la filogenia de las Asteraceas con
base en su nimero cromosémico, Funk et al. (2005) realizaron una revisién exhaustiva para
determinar el nimero cromosémico basico para cada género de la familia y formular
hipétesis de patrones de evolucién de nimeros cromosémicos basicos en Asterdceas. Se
utilizaron 58320 nimeros de especies, de las cuales 58124 correspondieron a Asteraceas y el
resto a familias cercanas filogenéticamente. Este nimero representa a 978 (61.6% del total)
géneros con al menos un conteo cromosémico. De estos géneros existen 13 con mas de 1000
conteos cromosémicos reportados. Algunos de estos grupos se encuentran presentes en la
REPSA, como Symphyotrichum con 4578, Taraxacum con 4017, Eupatorium con 1905,
Senecto con 1605, Artemisia con 1400 y Erigeron con 1158 conteos. El nimero basico
ancestral para cada una de las ramas del arbol filogenético de las Asteraceas y las familias
Goodeniaceae y Calyceraceae (los grupos externos), fue de x= 9. Sin embargo, estas dos
ultimas familias también presentaron nimeros de x= 8 y X= 7, producto de la disploidia.

Dentro del trabajo también se plantean hipétesis del cambio en el nimero basico de ciertas
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tribus, como consecuencia de un cambio en su ambiente; por ejemplo, los cambios en
numeros cromosomicos basicos de x=9 a x= 10 y 11, asi como también de disminucion a x=
8 y 7. Aparte de la disploidia, un incremento en el nimero basico puede haber sido resultado
de la trisomia de algin cromosoma que no produjera genotipos letales. Dentro de este
estudio también se la da énfasis a los nimeros basicos derivados representados por una xz,
los ndmeros basicos derivados de este grupo son x2= 19, 24, 25 y 27, los cuales son basales en
algunas tribus y pudieron haberse derivado de nimeros basicos ancestrales o de eventos
disploides de reduccién. Una de las conclusiones del trabajo de Funk et al. (2005) son los
cambios de los niimeros cromosémicos con base en una distribucién geografica marcada y
que presenta clados agrupados del arbol filogenético, de x= 9 en Sudamérica en color rojo,
x= 10 en Africa, el Mediterraneo y Asia en color azul y x2= 19 en Norteamérica y México,

color amarillo (Figura 1).

La poliploidia es comiin y ocurre en la mayor parte de grupos de la familia. En total,
la poliploidia se ha corroborado en 570 géneros, lo que representa el 53.8% de los 978
géneros con conteos reportados; esto incluye todos los géneros de las tribus Helenieae y
Heliantheae, las tribus mas diversas (Funk et al., 2009). Los niimeros basicos mas comunes
entre las tribus de Asteraceae son x= 9 y 10, coincidiendo con el nimero basico ancestral
para la familia que es de x= 9 (Raven y Khyos 1961). Los eventos de poliploidia son los mas

comunes para especies con nimeros cromosémicos altos (Stebbins, 1971).
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Figura 1. Arbol filogenético usado para interpretar la evolucién de los niimeros cromosémicos
en Asteraceae (Funk et al., 2005).
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Cuadro 1. Nimeros bésicos de las tribus de Asteraceae presentes en la Republica Mexicana
(Castelo et al., 2003-2005). Con asterisco se indican las tribus presentes en la REPSA.

Tribu

Numero basico (x)

Bibliografia

*Anthemideae Cass., 1819

*Astereae Cass., 1819

Bahieae B.G.Baldwin, 2002

*Cardueae Cass., 1819

Chaenactideae B.G. Baldwin, 2002
*Eupatorieae Cass., 1819

Gnaphalieae Cass. ex Lecoq &
Juillet, 1831

*Helenieae Lindl., 1829

*Heliantheae Cass., 1819

*Lactuceae Cass., 1819

Liabeae Rydb., 1927

Madieae Jeps., 1901

*Millerieae Lindl., 1829

*Mustisieae Cass., 1819

Neurolaeneae Rydb., 1927

Perityleae B. G. Baldwin, 2002
Plucheeae (Benth) Anderb., 1991

*Senecioneae Cass., 1819

*Tageteae Cass., 1819

Vernonieae Cass., 1819

5,6,7,8,9,10,11,17

273’4’5’6’7’879

10,11,12,17

8,9,10,11,12

5, 67 7, 8

4,5,9,10,11,12,15,16,17,18,25

3:4,5,6,7,8,9,10,11,12,13,14

8,9,10,11,12,13,15,17,18,26

8,9,10,11,12,13,14,15,16,17,
18,19,20,25,30

3’ 4’ 5’ 6’ 7’ 87 9710
6,7,9, 10, 12, 14, 16,18

7,8,9,10,19

8,9,10,18, 19

87 9’ 12) 137 187 237 247 25’27

8,11,12,13,19

9,10,17

10

5’6,8’9’10’19’20’22723,247
29,30

8,9,10,12,16,18

7,8, 9,10, 12,17

Heywood y Humphires 1977; Bremer
y Humphries, 1993; Valles et al.,
2005; Pellicer et al., 2007; Vogt 1991.

Solbrig et al., 1969; Semple, 1995;
Nesom y Robinson, 2007.

Powell et al., 1975; Turner et al.,
1961; Baldwin et al., 2002.

Susanna et al., 1995.

Mooring 1965.

King et al., 1976; Watanabe et al.,
1995.

Turner, 1970; Watanabe et al., 1999.

Powell et al., 1975; Raven y Kyhos,
1961.

Solbrig et al., 1972; et al., 1981.

Spencer et al., 1978.

Robinson et al., 1985.

Carlquist, 1956; Raven y Khyos, 1961;
Keil y Pinkava, 1976; Baldwin y
Panero, 2007.

Stuessy, 1970; Robinson et al., 1981.
Powell et al., 1974; Powell y Powell,
1978.

Powell y Turner, 1963; Sundberg et
al., 1986; Jansen et al., 1984; Carr et
al., 1999.

Keil y Stuessy, 1975; Powell, 1972;
Powell et al., 1975.

Watanabe et al., 1999.

Ornduff et al., 1963; 1967; Robinson
et al., 1997.

Powell et al., 1975; Keil y Stuessy,
1977; Keil et al., 1988.

Semple, 1974; Jones, 1974, 1979;
Robinson et al., 1985.



http://ca.wikipedia.org/wiki/Hongar%C3%A8s

Conteos cromosémicos y contenido de ADN en Asteraceae de la Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel, México, Distrito Federal 22

Importancia de la investigacion de la poliploidia en Asteraceae

Las Asteraceas son de gran interés en diversos estudios, debido a su origen
relativamente reciente, el gran numero de especies presentes, asi como por su variacién
morfolégica y plasticidad para colonizar nuevos ambientes (Stuessy et al., 2004). Esta
familia atin esta en proceso de especiaciéon (Stuessy et al., 2004). La poliploidia confiere
cambios genéticos y posibilita rearreglos genémicos que podrian estar interviniendo en el

origen de nuevas adaptaciones y en procesos de especiaciéon activa en los miembros de la

familia Asteraceae (Stebbins, 1950, 1966; Grant, 1971; 1981).

A pesar de que la familia Asteraceae es la mas diversa en el mundo, y es de suma
importancia en la composicién de floras en algunos ecosistemas existen pocos estudios
enfocados al fenémeno de su poliploidia. Algunos de los géneros estudiados presentes en la
REPSA son Artemisia (McArthur y Snaderson, 1999, Pellicer et al., 2007), Aster (Semple,
1979; Dean y Chambers, 1983), Bidens (Ballard, 1986), Dahlia (Gatt et al., 1998; 1999),
Eupatorium (Watanabe, 1986), Melampodium (Stuessy et al., 2004 y Weiss-Schneeweiss et
al., 2009) y Stevia (Watanabe et al., 2001; Soejima et al., 2001). Otros géneros estudiados no
presentes en la REPSA, pero de importancia ecolégica son Centaurea (Siljak-Yakovlev et al.,
2005), Solidago (Schlaepfter et al., 2008) Tragopogon (Wilson, 1983, Meyers y Liston, 2005) y
Vernonia (Angulo y Dematteis, 2009).

La importancia de la investigacion de la familia Asteraceae en nuestro pais reside en
que México es el principal centro de diversificacién, por lo que es fundamental estudiar el
papel de la poliploidia de las Asteraceae en la colonizacion de ambientes hostiles. La
Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel posee caracteristicas geograficas, climéticas y
biologicas que la convierten en una region propicia para el estudio del papel de la poliploidia

en esta familia.

Importancia econémica de la familia Asteraceae

Las Asteraceae en México se encuentran distribuidas en todos los biomas,
especialmente en zonas con estacionalidad marcada (Funk et al. 2009). Poseen una relativa
importancia econémica, por ser fuentes de aceites comestibles (girasol Helianthus annuus,
cartamo Carthamus tinctorius), edulcorantes (Stevia rebaudiana) y aditivos a tés e infusiones
(Anthemis nobilis y Matricaria chammomilla ambas usadas como Manzanilla, y Echinacea
purpurea en la medicina homeopatica). Ciertas especies mexicanas son la base de un

floreciente mercado horticultural a nivel internacional e incluyen a las zinnias (Zinnia spp.),
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Cempoalxochitl o marigolds (Tagetes spp.), mirasoles (Cosmos spp.) y girasoles (Helianthus
spp. v Tithonia spp.) (Panero et al., 2005). El pericon (Tagetes lucida) se utiliza para fines

etnobotanicos por poblaciones nahuas (Bye, 1993).

Muchas especies de Asteraceas producen aceites que contienen piretrina y otros
insecticidas naturales que también reducen la herbivoria; de hecho, algunos son tan potentes
que los insectos mueren si llegan a ingerirlos (Lannacone et al., 2005; Chifundera, 2008).
Algunas especies de Tagetes tienen uso industrial como fuentes de insecticidas naturales,
tanto en México como en otros paises. Calendula officinalis se ha utilizado ampliamente en
medicina popular y homeopatica por su accién antibacteriana, fungicida y antiespasmédica;
la caléndula también se utiliza en el ambito de la cosmética y dermofarmacia, en cremas
hidratantes (productos solares pre y post exposicion) ya que las saponinas, las gomas y los
mucilagos tienen una gran capacidad humectante. Algunos estudios de fitoquimica han
mostrado efectos citotéxicos de Senecio stabianus sobre lineas de células cancerigenas en
humanos (Tundis et al., 2009). El girasol (Helianthus) ha sido utilizado como un modelo en el

estudio de hibridizacién y su papel en eventos de especiacién (Rieseberg et al., 2003).

Tamaio del genoma

El conocimiento del tamafio del genoma o contenido nuclear de ADN (4acido
desoxirribonucleico) es un caracter importante en muchas areas de la investigacién vegetal.
El tamano del genoma nuclear en el genoma haploide o valor 1C (Greilhuber et al., 2005)
puede ser calculado mediante la cuantificacion del contenido del acido desoxirribonucleico
nuclear, y se expresa en picogramos (pg), donde lpg= 10-12g (Cavalier-Smith, 1985) que
equivale a 978 millones de pares de bases (DoleZel et al. 2007). El valor C se define como la
suma total del ADN de los nticleos gaméticos haploides sin replicar (1Cx, Swift, 1950,
Greilhuber et al., 2005) y es independiente de los niveles de ploidia del taxén (Kew Plant
Genome Size Discussion Meeting 2003).

Los registros para el valor C varian alrededor de 80000 veces, de 0.009 picogramos
(pg) en Saccharomyces cerevisiae a aproximadamente 700 pg en Amoeba dubia (Cavalier-
Smith, 1985), sin una aparente correlacién con la complejidad del organismo o el ndmero de
genes (paradoja del valor C, Thomas, 1971). En los registros de angiospermas la variacién
del valor C va de 0.1 pg, hasta 254.8 pg en Fritillaria assyriaca, esto representa una
variacion de alrededor de 25000 veces del valor menor con respecto al valor mayor (Bennett
et al., 2000). Una de las principales causas de variacién del contenido del ADN son las altas

tasas de ADN repetitivas a lo largo del genoma tales como secuencias que no codifican para
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alguna funcién como simples secuencias nucleotidicas, satélites, secuencias repetitivas y
elementos transponibles o transposones (Petrov, 2001). Los transposones son importantes
porque pueden producir cambios y rearreglos en los genomas (Kidwell y Lish, 2001); pueden
inducir mutaciones y modificar el tamafo y la secuencia de bases en los genomas mediante
sustituciones, deleciones e inserciones de nucleétidos simples o también por rearreglos
cromosémicos como duplicaciones, inversiones y translocaciones (Caceres et al., 1999;
Kidwell y Lish, 2001). Se ha estimado que el genoma del maiz se ha duplicado a causa de los
elementos transponibles en los tltimos tres millones de afios de su evolucién (Fedoroff, 1988;
Peterson, 1988). Las inserciones y deleciones espontaneas de unos pocos nucleétidos (indels)
son una de las causas mas importantes de la evolucién del tamano del genoma (Petrov,

2001).

Existe un correlacion entre la variacion en la longitud de las secuencias de ADN
altamente repetitivas, conocidas como microsatélites y satélites con el tamano del genoma.
El ndmero de unidades repetitivas varia considerablemente incluso entre individuos de la
misma especie debido a una recombinacion desigual y errores durante la replicacion del
ADN (Ingle et al.,1975; Kidwell, 2002). Asimismo, la variacién del tamano del genoma
correlaciona con el nimero de familias y el nimero total de copias de elementos

transponibles en el genoma (Kumar y Bennetzen, 1999; Bennetzen, 2000).

Estimaciones del valor C en plantas

Para el afio 2010 se ha estimado el contenido de ADN de aproximadamente 4427

especies de angiospermas, cuyos datos se encuentran en la base de datos de los jardines de

Kew (Kew Royal Botanic Gardens b).

Las variaciones en el contenido de ADN en plantas de una misma especie con el
mismo nivel de ploidia, se deben a adaptaciones de parte de sus genomas y al “efecto
nucleotipico”, definido como el efecto de la variacion del contenido de ADN en el fenotipo,
debido a secuencias repetitivas que no codifican funciones (Bennett, 1972) y tiene influencia
en varios parametros celulares. El tamafio del genoma se considera un caracter adaptativo,
pues mantiene fuertes correlaciones con el tamafio y volumen celular y nuclear, duracién de
mitosis y meiosis. En consecuencia, variaciones en el tamafio del genoma afectan de manera
especifica a las células y consecuentemente, la historia de vida de la planta (Bennett, 1972;
1987). Un resultado légico de esperar en el estudio de niveles de ploidia, es que los
poliploides posean valores de C mayores al de los diploides y que sea directamente

proporcional al nivel de ploidia. Leitch y Bennett (2004) utilizaron la base de datos antes
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mencionada, del valor C para el ADN de angiospermas y encontraron que la cantidad media
de 1Cx (contenido de ADN a nivel de genoma basico) tiende a verse reducida con un nivel de
ploidia mayor. Concluyeron que la pérdida de ADN, seguida por un incremento en el nivel

de ploidia que solo ha sido reportada en pocas especies, puede ser un fenémeno generalizado.

Existen diversos estudios en los que se evidencia la estrecha relacién del tamano del
genoma con aspectos fenotipicos, de fenologia, comportamiento ecolégico, taxonémicos,
moleculares y paleontolégicos (Greilhuber y Ehrendorfer, 1988; Masterson, 1994; Bennett y
Leitch, 1995; Price y Johntson, 1996; Ohri, 1998; Bennett et al., 1998; 2000; Bennett y
Leitch 2005), por ejemplo, una mayor tolerancia a mayores latitudes en algunas especies con
un mayor contenido de ADN. Al contar con el conocimiento del tamafio del genoma, se
pueden realizar estudios comparativos a gran escala, como por ejemplo, estudios de la
variacién del contenido en ADN a lo largo de la evolucion de las plantas superiores (Leitch
et al., 2005). Como un caracter de biodiversidad, se han realizado estudios para determinar el
tamafio del genoma en areas de la sistematica, para identificar especies proximas con un
nimero cromosémico similar pero con contenidos de DNA distintos (Dimitrova et al., 1999).
El conocimiento del tamano del genoma en plantas tiene aplicaciones directas en estudios
moleculares, en las bibliotecas genémicas y en experiencias basadas en marcadores

moleculares, como AFLPs y microsatélites (Fay et al., 2005)

Citometria de flujo

Después de su desarrollo durante la década de los 50”s con el intento de contar y
analizar células sanguineas, ha habido una variedad de esfuerzos no solo por conocer e
incrementar la informacién relacionada con el valor C sino, también por entender las
diferencias en el contenido de ADN en plantas y los mecanismos moleculares que llevan a
estas diferencias (Petrov et al., 2000; Bennett and Leitch, 2004; Bennetzen et al., 2005a). La
Citometria de flujo permite un céalculo eficaz y preciso de la cantidad de nicleos existentes
en cada fase del ciclo celular (G0/G1, S y G2/M). Este tipo de andlisis tiene gran impacto en
diversas areas de la biologia vegetal, especialmente en areas como la Biosistematica, la

Biotecnologia y mejora de plantas, la Biologia de poblaciones y la Ecologia.

La técnica empleada en la Citometria de Flujo se utiliza para medir el contenido de
ADN nuclear mediante el analisis de parametros, es decir, la diseminacién de luz de
fluorescencia de particulas en flujo que a velocidades altas, entre 102-10%particulas por
segundo con respecto al punto donde son medidas. Los nicleos de parénquima foliar son

medidos a velocidades de 40-50 ntcleos por segundo. Los ntcleos celulares son tefiidos con
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fluorocromos especificos que se intercalan en la doble hélice del ADN como el Bromuro de
etidio (BE) y el Yoduro de propidio (IP). Las particulas tefidas son forzadas
hidrodinamicamente en el centro de un haz liquido estrecho a través de un foco de luz
intensa. Esto permite la excitacién del fluorocromo presente en la superficie o dentro de la
particula individual, lo que resulta en una diseminacién de luz. Los pulsos de la luz
fluorescente diseminada se colectan utilizando un sistema detector éptico, que separado por
filtros, convierte el haz fluorescente en pulsos eléctricos amplificados y digitalizados por un
sistema computarizado que muestra los resultados de la medicién de la longitud de onda
emitida por las particulas tefiidas a través de un histograma, cuya calidad queda definida
por el valor del coeficiente de variacion (CV) que es igual a la desviacion estandar entre la
medida del histograma. Durante el analisis del contenido nuclear de ADN en plantas, se
considera necesario un valor de CV menor a cinco para validar las repeticiones (Dolezel,

1991, 1995, DoleZel et al., 1998, Dolezel y Bartos, 2005).

Existen también fluorocromos base-selectivos, como el DAPI o el Hoechst 33258 que
se adhieren a las regiones ricas en Adenina-Timina y la Cromomicina A3 y Mitramicina que
se adhieren a regiones ricas en Guanina-Citosina (DoleZel et al., 1992). Sin embargo, estos
marcadores no son recomendables para utilizarlos en la cuantificacién del contenido total de

ADN, debido a que no tifien en su totalidad a todo el ADN que se encuentra en el nucleo.

Ademas de lograr una buena calibracién del citémetro de Flujo, es de suma

importancia que la lampara, el lente objetivo y el ocular queden correctamente alineados,

con la finalidad de obtener un CV entre 0.98 y 1.96 (Palomino et. al., 1999).

Para determinar el contenido nuclear de ADN se requiere de la preparaciéon de una
suspensién de niucleos intactos con buffers hipoténicos, generalmente ricos en Mg*o
poliamidas como agentes estabilizadores, para preservar la integridad del nicleo y proteger
el ADN de la degradacién, asi como para permitir una éptima tincién con un fluorocromo
intercalar (Dolezel, 1995). Otra funcién de estos buffers consiste en aislar los nicleos

intactos para lograr CV bajos durante la lectura de los datos en el citometro (Ulrich y
Ulrich, 1991).

En la mayoria de las plantas, el analisis del contenido de ADN de nicleos aislados de
parénquima de hojas jévenes produce un histograma que corresponde a nicleos en la fase
Go/G1, con un contenido 2C de ADN y otro que corresponde a Gzdel ciclo celular, con un
contenido 4C de ADN. Para estimar el nivel de ploidia, la posicién del pico G1 es comparado
con el de una planta de referencia con ploidia conocida. Para determinar el tamafio del

genoma, se utiliza la siguiente férmula planteada por DoleZel (1991):
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Media del histograma Go/G1 planta problema

Contenido 2C plantaproblema (pg) = x Contenido 2C ADN plantareferencia (pg)

Media del histograma Go/G1 planta referencia

Usos de la Citometria de flujo en el genoma de plantas

La estimaciéon del contenido de ADN nuclear es la aplicacién mas frecuente del
citometro de flujo en las plantas. A diferencia del conteo cromosémico, la Citometria de flujo
no requiere células en divisién (Dolezel 1997), no destruye la planta y la preparacién de las
muestras es relativamente facil y rdapida. Pueden leerse en el citémetro de Flujo (CF) un
promedio de 5-15000 ntcleos por muestra, lo que se traduce en un analisis rapido para

separar y definir subpoblaciones (Palomino, 1998).

El CF ofrece alternativas para determinar el tamafio, composicién y niveles de
poliploidia de genomas de especies con interés taxonémico y para el mejoramiento de
plantas con importancia comercial, por ejemplo al analizar los niveles de ploidia en lotes de
semillas o bien para estimar la proporcion de plantas diploides en poblaciones vegetales
(Dolezel 1997, Bennett et al., 2000, Dolezel et al., 2007). También puede utilizarse para
detectar mixoloidias y endopoliploidias; las primeras ocurren en plantas regeneradas por
cultivo in vitro y presentan dos o mas lineas celulares, generalmente con nimero diploide y
otro poliploide. Las segundas se definen como la condicion que presentan algunas plantas
para tener en sus tejidos células con diferentes niveles de ploidia, generando que el genoma
nuclear de diferentes células presenten miltiplos del valor C (DoleZel et al., 2007). El anélisis
de estos parametros sumado a los de Citometria de flujo, permite conocer la identidad de los
genomas de estas especies y evaluar las variaciones intra e interespecificas (citotipos) entre
ellas. La precision de esta técnica es tan alta que permite determinar diferencias

significativas en el tamafio del genoma de hasta 0.02 pg (Dolezel, 1997).

El cultivo in vitro se caracteriza por tener células mitéticas en bajas frecuencias, por
lo que la Citometria de Flujo es 1til en este campo para establecer la identidad genética en
embriones somaticos y conocer la estabilidad en el nivel de ploidia. Esto con el fin de utilizar
células somaticas embriogénicas de lineas in vitro para propagarlas por clonacién y obtener
semillas artificiales (DoleZel et al., 2007). También se utiliza en la deteccién de aneuploides,
analisis del cariotipo y mapeo de genes, control del desarrollo y vigor en semillas con fines
agronémicos. Otro uso importante es para el monitoreo de efectos de radiacién y mutantes

quimicos y en el andlisis de la genotoxicidad (Dolezel, 1997).
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Contenido de ADN en Asteraceas presentes en la REPSA

En Asteraceas estan reportadas 355 estimaciones del contenido de ADN, en los que
valor medio de 1C en pg es de 4.73, con un minimo de 0.40 que corresponde a Leontodon
longirostris (Maranén y Grubb, 1993) y un maximo de 26.15 de Senecio pendulus (Zonneveld
et al., 2005). S. pendulus es mayor 63.375 veces a L. longirostris. Son pocos los registros para
especies que se encuentran reportadas para especies representadas en la REPSA y para las
Asteraceas en general. En el cuadro 2 se muestran las especies de Asteraceae presentes en la
REPSA con contenido de ADN y reportado en la literatura. Cabe destacar que no hay

estudios previos para cuantificacién de ADN por Citometria de flujo.

Cuadro 2. Especies de Asteraceae con contenido de ADN conocido que estan representadas en
la flora de la REPSA y reportadas en la literatura.

Especie lljli:;:;i(;e 2C (pg) 11;/15(:;):;)0;1(,; Referencia

Bidens pilosa 18 2X 3.45 Fe Plant DNA C-Value Database
Cirsium vulgare 68 4x 5.15 Fe Plant DNA C-Value Database
Cosmos bipinnatus 24 2X 3.10 Fe Plant DNA C-Value Database
Dahlia coccinea 32 2X 4.64 CF Temsch et al., 2008

Dahlia sorensentii 64 4x 8.48 CF Temsch et al., 2008
Galinsoga parviflora 16 2x 2.50 Fe Bennett et al., 1998.

Lactuca serriola 18 2X 3.70 Fe Plant DNA C-Value Database
Picris echioides 10 2X 2.40 Fe Plant DNA C-Value Database
Senecio Vulgaris 40 4x 3.15 Fe Plant DNA C-Value Database
Sonchus oleraceus 32 4X 3.20 Fe Plant DNA C-Value Database
Tagetes erecta 24 2X 2.38 CF Serrato-Cruz et al., 2000
Tagetes tenuifolia 24 2X 2.97 CF Serrato-Cruz et al., 2000
Taraxacum officinale 24 3X 2.56 Fe Bennett et al., 1982b.

Fe= Densitometria de Feulgen; CF= Citometria de flujo; pg= picogramos


http://data.kew.org/cvalues/cvalOrigReference.html#207
http://data.kew.org/cvalues/updates.html
http://data.kew.org/cvalues/updates.html
http://data.kew.org/cvalues/updates.html
http://data.kew.org/cvalues/updates.html
http://data.kew.org/cvalues/updates.html
http://data.kew.org/cvalues/updates.html
http://data.kew.org/cvalues/updates.html
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Monitoreo de areas naturales protegidas

Se denomina Area Natural Protegida al instrumento de politica ambiental con
mayor definicién juridica para la conservacion de la biodiversidad. Son porciones terrestres
o acuaticas del territorio nacional representativas de los diversos ecosistemas, en donde el
ambiente original no ha sido alterado de manera considerable. Se crean mediante un decreto
presidencial y las actividades que pueden llevarse a cabo en ellas se establecen de acuerdo
con la Ley General del Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente (LEGEEPA).

Las areas Naturales Protegidas (ANP) representan un amplio potencial de recursos
naturales y servicios ambientales en las regiones y ayudan a impulsar el desarrollo social y
sustentable. Los esfuerzos de conservaciéon son indispensables en todas las ANP, con
informacién actualizada de la valoracién del estado de su conservacion y de la eficiencia de
las acciones realizadas sobre los diferentes sistemas biol6gicos. La proteccion de las ANP es
uno de los mecanismos que hacen posible su conservacién, ya que también en estos lugares
se encuentran los recursos naturales y servicios ecosistémicos que son indispensables para las

sociedades humanas.

Para la Comisién Nacional de Areas Naturales Protegidas (CONANP), el monitoreo
es una importante herramienta para saber que ocurre con la diversidad biolégica, las
comunidades, los ecosistemas y los cambios ambientales en las areas naturales protegidas.
Ademas, permite evaluar los programas institucionales cuyo objetivo es posibilitar la mejora
continua y la rendicion de cuentas. En este tipo de actividades han participado instituciones
y organizaciones nacionales e internacionales con apoyo académico y financiero (Comisiéon

Nacional de Areas Naturales Protegidas. Acciones y Programas Prioritarios).

La REPSA es la primera reserva de la cuenca de México que permite no sélo la
proteccién del ecosistema conocido como matorral de palo loco (Pittocaulon praecox), sino
también proteger a las especies silvestres que atn la habitan. Anteriormente se encontraba

distribuida a lo largo de la cuenca del Valle de México. La REPSA naci6 en 1983 con el

esfuerzo conjunto de autoridades, académicos y estudiantes de la UNAM.

Restauracion de ecosistemas

En la actualidad los ecosistemas estan sujetos a diversos factores de degradacion,
ocasionados por actividades humanas que provocan cambios ecolégicos considerables o que

limitan el desarrollo de las comunidades naturales y que pueden ser de naturaleza fisica,
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quimica o bidtica. La restauracién busca recuperar la estructura, funcionalidad vy
autosuficiencia semejantes a las presentadas originalmente en un ecosistema que ha sido
degradado (Bradshaw, 1987; Ewel, 1987; Jordan III et al., 1987, Meffé y Carroll, 1994). Esto
implica que el terreno sea regresado precisamente al estado previo a su degradacién, lo cual

requiere reconstruir el suelo y colocar a las especies originarias del sitio (Brown et al., 1986).

La Society for Ecological Restoration, International Science y el Policy Working
Group consideran que la restauracion ecoldgica es el proceso que ayuda a la recuperacion de
un ecosistema que ha sido degradado, dafiado o destruido. En cuanto a la importancia para
la conservacion ecolégica, México es tal vez el tercer pais mas importante del mundo, pues se
calcula que alberga entre 8 y 12% del total de las especies del planeta (Mittermeier, 1988;
Toledo y Eccardi, 1989; Mittermeier y Mittermeier, 1992). Aunque el conocimiento de la
flora de México es incompleto, es probable que la riqueza de su flora vascular alcance el

cuarto lugar mundial (Conservation Internacional, 1990).
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OBJETIVOS

General

Obtener los nimeros cromosémicos, nivel de ploidia y determinar el tamano del
genoma por Citometria de flujo de 14 especies de Asteraceae de la Reserva Ecoléogica del
Pedregal de San Angel.

Particulares

Evaluar bibliograficamente el nimero de especies de Asteraceae con conteos

cromosémicos reportados y presentes en la REPSA.

Contribuir al conocimiento de las especies de Asteraceae de la REPSA, mediante

nuevos conteos cromosémicos y contenido de ADN por Citometria de flujo

Estimar la frecuencia de poliploidia en las especies de Asteraceae estudiadas de la

REPSA.

Proporcionar informaciéon citogenética para integrar estudios taxondémicos,
biosistematicos y de conservacién, que sirva de apoyo para futuras investigaciones

relacionadas con el grupo de estudio.
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MATERIAL Y METODOS

Area de estudio

La Reserva Ecolégica del Pedregal de San Angel (REPSA) esta situada al sur de la
ciudad de México dentro del campus de la Universidad Nacional Auténoma de México (19°
17'N, 99°11°0). El 30 de septiembre de 1983 fue decretada zona ecolégica para conservar la
flora y la fauna de la comunidad natural de matorral xerdéfilo, cuya extension inicial era de
1.24 km?, que fue aumentando gracias a la incorporacién de zonas de manejo especial o de
amortiguamiento. Actualmente la extensiéon de la REPSA es de 237.3 hectareas. De esta
extension, 171.4 hectareas corresponden a las 3 zonas nicleo y 66.19 hectareas
correspondientes a 13 zonas de amortiguamiento (Figura 2 y Cuadro 3). En la reserva se
presenta una variedad de microambientes, producto de su relieve topografico, consecuencia
del derrame de lava del volcan Xitle y conos adyacentes hace unos 2000 afios. La reserva se
ubica en el Eje Neovolcanico Transversal, cuya caracteristica es ser la zona de transiciéon de
las regiones neotropical y nedrtica. Estos rasgos convierten a la vegetacion del valle de
México en un mosaico de ambientes con la presencia de especies endémicas y otras
incorporadas de varias regiones. Los esfuerzos de conservaciéon de esta zona son
fundamentales debido al crecimiento desmedido de la ciudad de México, lo que ha
provocado un rapido proceso de fragmentacién y deterioro y la transformacion de los
ambientes naturales de la region (Carrillo, 1995; Ezcurra et al. 1999). La mayor parte del
suelo de la reserva es de origen edlico y organico, con otras fuentes como podrian ser la
erosion de la lava y el acarreo por lluvia o humano (Rzedowski, 1954). Asi, el suelo es areno-
limoso, moderadamente acido, con gran cantidad de materia organica, potasio y calcio pero

poco nitrégeno y potasio aprovechables (Rzedowski, 1954). La REPSA corresponde a la

Cuadro 3. Zonas nucleo y de amortiguamiento de la REPSA.

Zonas nucleo Zonas de amortiguamiento
1 Oriente 4  Biolbgicas 11 Espacio Escultérico
2 Poniente 5 Biomédicas 12  Estadio de Practicas
3 Sur Oriente 6 Cantera Oriente 13 Jardin Boténico
7 Centro Cultural 14  Senda Ecologica
8  Circuito Exterior Norte 15  Vivero Alto
9 Circuito Exterior Sur 16  Zona Administrativa Exterior

10 Esculturas
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presencia de rocas erosionadas de origen volcanico en un ambiente arido, caracterizado por

la presencia de hoyos, grietas, hondonadas, planos, etc. en su terreno (Rzedowski, 1954;

Alvarez et al., 1982; Panti, 1984).

Se denomina Senecionetum al tipo de asociacion heterogénea de plantas que
corresponde al tipo de matorral xeréfilo predominante, debido a la abundancia de Senecio
(= Pittocaulon) praecox y se caracteriza por un gran ntimero de hierbas y pocos elementos
arbéreos (Rzedowski, 1954; Alvarez et al., 1982). En la reserva se observa un estrato
herbdceo predominante, un estrato arbustivo menos abundante y un estrato arbéreo escaso
(Valiente-Banuet y de Luna, 1990) y presenta una gran diversidad en su composicién
floristica (Rzedowski, 1954; Alvarez et al., 1982). El clima es templado subhtimedo, con
lluvias en verano y una temperatura media anual de 15.5°C, pero que puede variar entre -6
y 34.6°C.; la precipitacion promedio anual es de 835 mm y una altitud de 2200 a 2300
m.s.n.m., que es precisamente la altura en la que se desarrolla este tipo de matorral xeréfilo
(Valiente- Banuet y de Luna, 1990; Castillo- Argiiero et al., 2004, Cano-Santana et al., 2008).
Esta reserva presta muchos servicios ecosistémicos de vital importancia en la ciudad como
son la produccién de oxigeno, recarga de acuiferos, amortiguamiento climatico y sonoro,

entre otros (Carrillo, 1995)

Dentro de la reserva se encuentran protegidas algunas especies amenazadas como el
pececito mexclapique (Girardinichthys viviparus), en peligro de extincién (la biznaga del
chilito, Mammillaria san-angelensis ), especies raras (la culebra, Salvadora bairdi ) y una
especie sujeta a proteccién especial (la vibora de cascabel, Crotalus molossus). Ademas de

esto, la reserva posee un alto valor biolégico, cultural y social.

Técnica de observacion de cromosomas mitoticos

Se analizaron cromosomas mitéticos de células en metafase provenientes de
meristemos apicales de las raices de Ageratina pazcuarensis, A. petiolaris, Bidens bigelovii
var. angustiloba, B. odorata, B. pilosa, Conyza bonariensis, Florestina pedata, Jaegeria hirta,
Melampodium longifolium, M. perfoliatum, Piqueria trinervia, Simsia amplexicaulis, Stevia
tomentosa y S. viscida. El nimero basico (x) considerado para las especies de este estudio es
el que se reporta en reportes previos en la literatura. En el cuadro 4 se muestra el nimero de

colecta y el colector para cada especie.


http://sistemas.fciencias.unam.mx/~pedregal/Girardinichthys%20viviparus.jpg
http://sistemas.fciencias.unam.mx/~pedregal/mamilariasnangel.jpg
http://sistemas.fciencias.unam.mx/~pedregal/Crotalus%20molossus.jpg
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Cuadro 4. Numeros de colecta y colector para cada especie utilizada en este trabajo.

Especie Nuamero de colecta Colector
Ageratina pazcuarensis 77 Fabiola Soto Trejo
Ageratina petiolaris 82 Fabiola Soto Trejo
Bidens bigelovii var. angustiloba 158 Fabiola Soto Trejo
Bidens odorata 140 Fabiola Soto Trejo
Bidens pilosa 140bis Fabiola Soto Trejo
Conyza bonariensis 582,71 Leonardo Céspedes Cardenas
Florestina pedata 203 Fabiola Soto Trejo
Jaegeria hirta 176 Fabiola Soto Trejo
Melampodium longifolium 227 Fabiola Soto Trejo
Melampodium perfoliatum 230 Fabiola Soto Trejo
Piqueria trinervia 205 Fabiola Soto Trejo
Simsia amplexicaulis 175 Fabiola Soto Trejo
Stevia tomentosa 149 Fabiola Soto Trejo
Stevia viscida 142 Fabiola Soto Trejo

La obtencién de los cromosomas mitéticos se realiz6 con base en el procedimiento

que se detalla a continuacién.

Recoleccion y tratamiento de semillas para la observacion de cromosomas
mitoticos

La planta de donde se extrajeron las semillas debe ser identificada taxonémicamente.
Se verifica que la semilla haya madurado, pues generalmente adquieren una coloracion
oscura o parduzca. Se separan las inflorescencias con semillas de distintos individuos en
bolsas de papel estraza, indicando en ésta el nimero de colecta y la especie, nimero de
individuos, fecha y el nombre del colector. Durante la colecta, una gran cantidad de
material organico es tomado junto con las semillas, por lo que es necesaria una limpieza
exhaustiva y minuciosa para separar las semillas de otras estructuras como pétalos, sépalos,

receptaculos, entre otros.

Una vez realizada la limpieza, se colocaron las semillas en bolsas de papel, se agregd
un poco de Agrymicin 500 (antibacterial y antimicético) con el fin de eliminar cualquier tipo
de plaga. Las semillas se colocaron en bolsas de papel estraza dentro de cajas de plastico
herméticamente cerradas con silica gel, para evitar la humedad y se sometieron a una

temperatura de por al menos 4°C.
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Una vez tratadas las semillas para eliminar cualquier tipo de plaga, se colocaron en
cajas petri sobre algodon y papel filtro himedo para su germinacién, que puede ser variable,
dependiendo de las condiciones climaticas y de la semilla de cada especie. De acuerdo a su

disponibilidad y tamaifio se colocaban entre 10 y 100 semillas por caja.

Pretratamiento

Esta técnica consiste en que se someten las puntas de raiz con inhibidores o
mitostaticos, que actian durante la formacion del huso acromatico. Lo anterior impide el
paso hacia la anafase y el consecuente acortamiento y dispersiéon de los cromosomas en el
citoplasma durante la mitosis. La finalidad de los mitostaticos consiste en acumular el
mayor nimero de células metafasicas en el meristemo, ya que durante la metafase los
cromosomas alcanzan su maximo grado de condensacién y presentan una forma
caracteristica que permite diferenciarlos y clasificarlos morfolégicamente para realizar
conteos cromosomicos y cariotipos. El huso acromatico esta formado por microtibulos que
empiezan a crecer desde la profase, hasta llegar a la metafase, donde algunos de ellos (en la
mitosis) se unen a los cinetocoros del centrémero de los cromosomas, dirigiendo la migracién

de las cromatidas hermanas hacia los polos de la célula (Valladolid et al., 2003).

Las semillas una vez germinadas y con raices de un tamafio entre 1.0 y 3.0 cm se
separan son pretratadas en una solucién acuosa de 8-hidroxiquinoleina 0.002 molar, durante
aproximadamente 5 horas en oscuridad a temperatura ambiente; o también se pretratan con
alfa-bromonaftaleno en solucién acuosa a 4°C durante 24 horas, también en oscuridad. El

pretratamiento se realiza estrictamente antes de las 7 am.
Fijacion

Una vez pretratadas las raices, se lavan con agua destilada para ser fijadas en una
soluciéon Farmer (3:1 v/v Alcohol absoluto: Acido acético glacial) con la finalidad de
interrumpir rapidamente los procesos vitales de la raices y conservar la estructura fina de las
células, incrementar la naturaleza baséfila de la cromatina y favorecer la tincién de los
cromosomas. El etanol fija el citoplasma y el jugo nuclear, mientras que el acido acético
estabiliza las nucleoproteinas (Valladolid et al., 2003). Posteriormente se almacenan las

raices fijadas de 24 a 48 horas antes de ser trabajadas.
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Hidrolisis

Las raices fijadas se lavan con agua para ser hidrolizadas en HCI IN durante 10
minutos a una temperatura promedio de 60°C * 1°C. Las semillas antes de la inmersién para
su hidrélisis se colocan en papel filtro para retirar el exceso de agua con la finalidad de evitar
un cambio en el pH de la solucion. El objetivo de la hidrélisis consiste en destruir la pared
celular y la pectina de las uniones intercelulares, con la finalidad de provocar la disolucién
de las sales pécticas para facilitar la separacién de las células para una 6ptima tincién y a su

vez aclara el citoplasma (Garcia, 1990; Valladolid et al., 2003).
Tincion

Una vez hidrolizadas, las raices se tifien con una solucién acuosa de reactivo de Schiff
o Feulgen, durante aproximadamente 25 minutos y en oscuridad. Se utiliza la tincién de

Feulgen, un colorante selectivo del ADN (Garcia, 1990).

Observacion, fotografiado y montaje

Se cortan los dpices radicales y se les coloca en un portaobjetos con una gota de
propio-orceina al 1.8%. Una vez colocado el cubreobjetos, se procede a separar el tejido
mediante leves golpeteos con una pinza de relojero para después darle aplastamiento con los
dedos o con una goma de borrar de lapiz. El tejido se observé a 16x, 40x y 100x en un
microscopio 6ptico Carl Zeiss para identificar células con cromosomas en metafase. Las
preparaciones con cromosomas se colocan en hielo seco por lo menos una hora para que se
congelen (Conger y Fairchield, 1953). Una vez fuera del hielo seco, la preparacién se lava
rapidamente en alcohol etilico al 96% vy se escurre para ser deshidratada. Después de esto la
preparacién se monta en balsamo de Canada, substituyendo el cubreobjetos y
posteriormente se coloca en una estufa a 57°C durante 2 o 3 semanas para su secado total.
Las células en metafase fueron fotografiadas antes o después de ser fijadas utilizando un
fotomicroscopio Carl-Zeiss Modelo II con una camara digital Axio Vision de Carl-Zeiss. Se
utilizé el programa Axio Vision Rel. 4.7 para la toma de fotografias y Adobe Photoshop

para la edicion de las imagenes.
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Estimacion de la frecuencia de la poliploidia en las Asteraceas
de la REPSA

Se recopilé informacion bibliografica de revisiones taxonémicas referente a conteos
cromosémicos de Asteraceae presentes en la REPSA, en los que se obtuvieron nimeros
cromosémicos tanto haploides (n) como diploides (2n), asi como la localidad y el nivel o

niveles de ploidia.

El porcentaje de poliploidia en las Asteraceas fue calculado con base en tres métodos:
la presencia de tres o mas juegos basicos de cromosomas (x) presentan poliploidia (Stebbins,
1950); ndmeros haploides con n= 14 o mas indican poliploidia (Grant, 1963; 1989); vy

especies con numeros haploides n= 11 o mas indican poliploidia (Goldblatt, 1980).

Estimacion de la viabilidad de polen en especies de Asteraceae

Se recolectaron muestras de polen de anteras recién abiertas con base en su
disponibilidad y sin una estimacion anterior de viabilidad por parte de esa especie. Las flores

fueron colectadas durante la época de floraciéon, que coincide en casi todas las especies de la

REPSA, con la época de lluvias.

Para determinar la viabilidad del polen se utilizé la técnica del azul de algodén
propuesta por Radford et. al. (1974). Se coloc6 una cantidad considerable de polen en un
portaobjetos con una gota de azul de algodén al 1% en lactofenol, se coloc6 cuidadosamente
un cubreobjetos durante 20 minutos. Las preparaciones se observaron en un microscopio. El
numero de granos de polen observados variaba dependiendo de la especie y se contaron de
39 a 1667 granos de polen en total. De esta manera, los granos tefiidos de azul son
considerados viables, mientras que los no viables no presentaban tincién por lo que se
observaron transparentes o de un color amarillento, pudiendo no tener la forma comun de

un grano de polen.

Técnica para la obtencion de ADN por Citometria de flujo

Para determinar el tamano del genoma en picogramos (pg), su composicién en
millones de pares de bases (Mpb) y los niveles de poliploidia por Citometria de flujo de
Ageratina pazcuarensis, A. petiolaris, Bidens bigelovii var. angustiloba, B. odorata, B. pilosa,
Conyza bonariensis, Florestina pedata, Jaegeria hirta, Melampodium longifolium,
M. perfoliatum, Piqueria trinervia, Simsia amplexicaulis, Stevia tomentosa y S. viscida se

realizaron los siguientes pasos:
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Manejo del material biol6gico

Se colectaron plantas y/o semillas dentro de la REPSA. En el caso de las plantas, se
utilizaron hojas en buen estado, en el caso de que no se encontraran suficientes individuos,
se colectaban semillas para germinarlas en cajas petri para después trasplantarlas en
macetas con una mezcla de partes iguales de agrolita, tierra negra y peat moss. Al cabo de
dos a cuatro semanas, las plantas juveniles ya presentaban hojas para utilizarse en el
citometro de flujo. También se cultivaron las plantas testigo, con tamafio de genoma
conocido y utilizadas para estimar este parametro en las especies de Asteraceae, se utilizaron
Solanum lycopersicum, Zea mays y Pisum sativum, que también fueron cultivadas junto con
las Asteraceae (Cuadro 5). Preparacion de reactivos para medir el contenido de ADN por

Citometria de flujo

Los reactivos se necesitan para la preparacién de los nicleos de eritrocitos de pollo
(NEP), que se usan para la calibracién del citémetro de flujo y para la elaboracién y analisis
de muestras de las plantas de interés. Se emplearon los siguientes reactivos: solucién 1 y 2 de
OTTO (Otto 1990) (Cuadro 6.) como buffer, Yoduro de propidio (1mg/ml, DoleZel ei al.,
1992) (Cuadro 7.), asi como colorante fluorescente y RNAsa (1mg/ml) (Cuadro 8.) para
eliminar el ARN que se encuentra en el nicleo de mitocondrias y cloroplastos (DoleZel et al.,
1992).

Cuadro 5. Especies y cultivares empleados en la Citometria de flujo como plantas de

referencia.

Especie y cultivar Contenido 2C de ADN (pg)
Raphanus sativus Saxa (DolezZel et al., 1992) 1.11

Solanum lycopersicum Stupické polni rane (Dolezel et al., 1992) 1.96

Glycine max Polanka (DolezZel et al., 1994) 2.50

Zea mays CE-777 (Lyzak y Dolezel, 1998) 5.43

Pisum sativum Ctirad (Dolezel et al., 1998) 9.09

Secale cereale Dankovské (Dolezel et al., 1998) 16.19

Vicia faba Inovec (Dolezel et al., 1992) 26.90

Allium cepa (Dolezel et al., 1998) 34.89
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Cuadro 6. Composicion y preparacion del buffer OTTO (Otto, 1990).

OTTO 1
Acido citrico (0.1M) 4.2g
Tween 20 (0.5%) 1.oml
Aforar a 200ml con agua desionizada
Filtrar con una malla de nylon de 4.7 um
Almacenar en refrigeraciéon a 4°C

OTTO 2
Na.HPO,.12H.0 (0.4M) 28.65g (Calentar a 50-60°C)

Aforar a 200ml en agua desionizada

Filtrar con una malla de nylon de 0.47 um

Almacenar a temperatura ambiente y en oscuridad

Cuadro 7. Composicion y preparacion de la solucion stock de Yoduro de propidio (IP) (1mg/
ml) (Tomado de Dolezel et al., 1992).

Disolver 25 mg de IP EN 25 ml de agua deionizada (17 MOhms) y agitar durante 60 minutos
Pasar la solucién con un filtro de 0.22 pm.
Distribuir en alicuotas de 500 ul.

Almacenar en refrigeracion a -20°C.

Cuadro 8. Composicion y preparacion de la solucion stock de RNAsa (DolezZel et al., 1992).

Disolver 25 mg de RNAsa en 25 ml de agua deionizada (17 MOhms).

Inactivar la RNAsa a una temperatura de 90°C por 15 minutos, en baflo maria donde la RNAsa debe
estar a 90°C y la temperatura en agitacion en un rango de 95°C-97°C.

Pasar la solucion con un filtro de 0.22 pm.
Distribuir en alicuotas de 500 pl.

Almacenar en refrigeraciéon a -20°C.
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Calibracion del citometro de flujo

Se utilizé un citémetro de flujo Partec CA II calibrado con NEP (Palomino et al.,
1999). El citémetro de flujo se calibra con el propésito de alinear correctamente la lampara,

el lente objetivo 40x y el lente ocular, con la finalidad de lograr un coeficiente de variaciéon

(CV) de 0.98-1.96 (Palomino et al., 1999), (Cuadro 9).

Cuadro 9. Calibracion del citometro del flujo con niicleos de eritrocitos de pollo (NEP) y
Yoduro de propidio.

Tomar 500 pl de OTTO 1.
Agitar vigorosamente la muestra del stock de NEP.
Agregar 10 ul de solucién stock de NEP (equivalente a 369 x103 ntcleos de eritrocitos.

Agitar con una jeringa de 1 ml. Si se observan muchos agrupamientos en la pantalla del citémetro de flu-
jo, repetir la muestra.

Anadir 2 ml de OTTO 2.

Afadir 125 pl de solucién stock de IP.
Afadir 125 pl de solucién stock de RNAsa.

Filtrar con una malla de nylon de 30-50 um.

Preparacion de las muestras

Se utiliz6 como referencia Solanum lycopersicum 2C ADN= 1.96 pg (DoleZel et al.,
1992), Zea Mays 1C ADN= 2.73 (Bennett et al., 1976) y Pisum sativum 1C ADN= 4.88 pg.
Se obtuvieron las cantidades de tejido foliar de especies testigo dependiendo del tamaiio del
genoma de las plantas problema y de tejido foliar joven de las Asteraceas que fueron picados
con una navaja de rasurar en una caja petri con 1.5 ml de OTTO 1 (Cuadro 10). Ambos

tejidos foliares fueron mezclados en la caja petri.
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Cuadro 10. Peso en miligramos de las especies problema y especies testigo.

Especie/ Control Peso (mmg)
Ageratina pazcuarensis/Zea mays 20/39
Ageratina petiolaris/Zea mays 26/36
Bidens bigelovii var. angustiloba/Zea mays 30/30
Bidens odorata/Zea mays 37/30
Bidens pilosa/Pisum sativum 30/10
Conyza bonariensis/Zea mays 30/25
Florestina pedata/Solanum lycopersicum 43/10
Jaegeria hirta/Solanum lycopersicum 63/10
Melampodium longifolium/Zea mays 40/40
Melampodium perfoliatum/Zea mays 40/40
Piqueria trinervia/Zea mays 26/49
Simsia amplexicaulis/Zea mays 25/10
Stevia tomentosa/Zea mays 44/15
Stevia viscida/Zea mays 50/20

mg= miligramos

Una vez macerado el material, se filtr6 en una malla de nylon de 30-50 pum.

La muestra filtrada se centrifugé dos veces por 3 minutos a 1000 rpm, quitando el

sobrenadante. Al precipitado que contiene los nicleos, se le agregaron 500 pl de OTTO 1.

A los nicleos con OTTO 1, se le anadieron 2 ml de OTTO 2.
Se le agregaron 125 pl de RNAsa y 125 ul de IP.

Finalmente, se filtr6 la solucién y se analiz6 en el citémetro de flujo.

Procedimiento para medir el contenido de ADN en el citometro de flujo.

Se analizaron cinco plantas por especie con tres repeticiones cada una. En cada
réplica se analizaron al menos 10 000 nicleos. El tamaifio del genoma nuclear se calculé con

la siguiente férmula planteada por Dolezel (1991).
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Analisis estadisticos

Se utilizé6 un analisis de varianza (ANOVA) de una via, de tipo balanceado con un
solo criterio de clasificacién para evaluar las diferencias en el promedio del tamafo del
genoma en picogramos (pg) de las 14 especies de Asteraceae contempladas en este trabajo.
El primer nivel de analisis correspondié a las especies, el segundo nivel a cinco individuos
por especie. Se realiz6 el promedio de tres repeticiones para cada individuo (14 especies x 5
individuos). Se comprobé la normalidad de los residuales asi como la homogeneidad de
varianzas. En caso de existir diferencias significativas en los datos (p< 0.0001), se emplea la
Prueba de Tukey Kramer HSD para una comparacién miltiple de medias del tamafio del
genoma para cada una de las especies. Con las 14 especies, también se realizé una correlaciéon
de Pearson entre el total de ADN 1Cx y el ndmero cromosémico basico. Se utilizé el

software JMP version 7.0 (SAS company).

Distribucion geografica y comparacion de la distribuciéon de
especies entre Melampodium longifolium y M. perfoliatum;
Stevia tomentosay S. viscida

Con la finalidad de observar si existen diferencias en la distribucién geografica entre
especies del mismo género partiendo de diferencias significativas en el contenido nuclear de
ADN, se elaboraron mapas para conocer la distribucién de Melampodium longifolium y M.

perfoliatum y de Stevia tomentosa y S. viscida.

Estos géneros se seleccionaron por presentar diferencias estadisticamente
significativas (p< 0.0001) en el contenido de ADN nuclear entre sus especies. La informacién
de la distribucién geografica para cada especie se obtuvo de una base de datos recopilada a
partir de las localidades de registro de ejemplares de herbario y proporcionada por el Dr.
José Luis Villasefior y colaboradores, ademas de la informaciéon de nimeros cromosémicos
encontrados en la literatura. La realizacién del mapa en donde se ubican las localidades se
hizo con la ayuda de un Sistema de Informacion Geografica, sobre la cual se dibujé una red

de tendido minimo para ilustrar el trazo individual de cada especie mediante el programa

ArcView GIS 3.2.
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RESULTADOS

Revision de listados floristicos de l1a REPSA

Se llevé a cabo una revisién de los distintos listados elaborados para la flora de la
Reserva del Pedregal de San Angel. Los listados de Rzedowski (1954) y Alvarez et al. (1982)
fueron previos al decreto de la reserva en 1983, y corresponden a una extension mayor,
denominada Pedregal de San Angel, que corresponde a un area de aproximadamente 80 km?
(Rzedowski, 1954). Por esta razén algunas especies ya no han sido reportadas en los trabajos
posteriores al decreto de la reserva. Otra razén por la que diversas especies ya no han sido
reportadas se debe también al desarrollo urbano y posiblemente también por la presencia de
especies exéticas. A lo largo de los trabajos floristicos de la reserva, se han registrado 143
especies de Asteraceae. El tdltimo trabajo, correspondiente a Céspedes (2010), reporta un
gran nimero de especies, algunas de ellas sin un reporte anterior, lo que sugiere la invasién

de especies ajenas a la zona del pedregal (Cuadro 11).

Cuadro 11. Numero de especies de Asteraceae en los listados floristicos para la REPSA hasta

la fecha.
Autores Numero de Especies
Rzedowski (1954) 58
Alvarez et al. (1982) 64
Panti (1984) 44
Valiente y De Luna (1990) 54
Castillo-Argiiero et al., (2004) 72
Soto (2007) 75
Castillo-Argiiero et al. (2009) 105
Céspedes (2010) 93

Existen especies de amplia distribucién en la reserva, que también coinciden en que
se encuentran documentadas en todos los listados floristicos: Brickellia veronicifolia, Dahlia
coccinea, D. sorensenii, Florestina pedata, Montanoa tomentosa, Pittocaulon praeocx, Stevia
ovata, S. salicifolia, Verbesina virgata y Zinnia peruviana. También las siguientes especies se

han reportado en todos los trabajos, aunque actualmente, su distribucion no es tan
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abundante: Ageratum corymbosum, Baccharis pterionoides, Chromolaena pulchella,

Lagascea rigida, Piqueria trinervia, Schkuria pinnata y Tagetes micrantha.

Otras especies que no han sido reportadas en todos los trabajos, pero que
actualmente se encuentran ampliamente distribuidas en la REPSA son: Ageratina
cylindrica, Baccharis sordescens, Bidens odorata, Bidens pilosa, Conyza bonariensis, Galinsoga
parviflora, Jaegeria hirta, Laennecia sophiifolia, Picris echioides, Pseudoagnaphalium luteo-

album, Tagetes tenuifolia, Taraxacum officinale y Tithonia tubiformis, principalmente.

Numeros cromosémicos obtenidos para especies de Asteraceae
de la REPSA.

Se obtuvieron los nimeros cromosémicos de células mitéticas de 14 especies distintas,
que corresponden al segundo reporte de nimeros cromosémicos para individuos de la
REPSA. Se muestra el cuadro 12 con los nimeros cromosémicos; las fotografias de los

cromosomas somaticos para cada especie aparecen en las figuras 3-16.

Cuadro 12. Nimeros cromosémicos obtenidos para especies de Asteraceae de la REPSA.

Especie 2n b'¢ Nivel de ploidia
Ageratina pazcuarensis 51 17 3x
Ageratina petiolaris 34 17 2x
Bidens bigelovii var. angustiloba 24 12 2x
Bidens odorata 24 12 2x
Bidens pilosa 72 12 6x
Conyza bonariensis 54 9 6X
Florestina pedata 20 10 2x
Jaegeria hirta 36 18 4X
Melampodium longifolium 18 9 2x
Melampodium perfoliatum 24 12 2x
Piqueria trinervia 24 12 2x
Simsia amplexicaulis 34 17 2x
Stevia tomentosa 33 11 3x

Stevia viscida 33 11 3X
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Figura 3. Ageratina pazcuarensis, triploide 2n= 51. a) Célula en metafase somatica.

b) Cromosomas somaticos. Escala 10 um.

a

Figura 4. Ageratina petiolaris, diploide 2n= 34. a) Célula en metafase somaética.

b) Cromosomas somaéticos. Escala 10 pm.
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b

Figura 5. Bidens bigelovii var. angustiloba, diploide 2n= 24. a) Célula en prometafase
somatica. b) Cromosomas somaticos. Escala 10 um.

a b

Figura 6. Bidens odorata, diploide 2n= 24. a) Célula en metafase somatica. b) Cromosomas
somaticos. Escala 10 um.

Figura 7. Bidens odorata, hexaploide 2n= 72. a) Célula en metafase somatica. b) Cromosomas
somaticos. Escala 10 um.
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Figura 8. Conyza bonariensis, hexaploide 2n= 54. a) Célula en metafase somatica.
b) Cromosomas somaéticos. Escala 10 um.

a b

Figura 9. Florestina pedata, diploide 2n= 20. a) Célula en metafase somatica.
b) Cromosomas sométicos. Escala 10 pm.
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Figura 10. Jaegeria hirta, tetraploide 2n= 36. a) Célula en metafase somatica.
b) Cromosomas somaticos. Escala 10 pm.
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a b

Figura 11. Melampodium longifolium, diploide 2n= 18. a) Célula en metafase somaética.
b) Cromosomas somaticos. Escala 10 um.

a b

Figura 12. Melampodium perfoliatum, diploide 2n= 22. a) Células en metafase somaética.
b) Cromosomas somaticos. Escala 10 pm.
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a b

Figura 13. Piqueria trinervia, diploide 2n= 24. a) Célula en metafase somaética.
b) Cromosomas somaticos. Escala 10 pm.

Figura 14. Simsia amplexicaulis, diploide 2n= 34. a) Metafase somatica. b) Cromosomas
somaticos. Escala 10 um.
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a b

Figura 15. Stevia tomentosa, triploide 2n= 33. a) Célula en metafase somaética.
b) Cromosomas somaticos. Escala 10 pm.

a b

Figura 16. Stevia viscida, triploide 2n= 33. a) Célula en metafase somatica. b) Cromosomas
somaticos. Escala 10 pm.
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Estimacion de la poliploidia en especies de Asteraceae de la
REPSA

Se consideraron las especies del listado floristico mas reciente (Céspedes, 2010) con al
menos un conteo cromosémico reportado en la literatura. También se tomaron en cuenta los
25 conteos realizados por Soto (2007), ademas de los que se obtuvieron en el presente trabajo

para analizar la frecuencia de poliploidia para las Asteraceae (Cuadro 13).

Cuadro 13. Numeros cromosémicos de especies de Asteraceae presentes en la REPSA y
reportados en la literatura.

Nivel de

Especie n 2n ploidia Referencia

Acmella repens 39 26,52, 2x,4X%,6X Jansen (1985).

*Acourtia cordata 27 54 2X Soto (2007).

Ageratina adenophora 51 3xX Keil et al. (1988).

*Ageratina brevipes 17 2x Sundberg et al. (1986).

*Ageratina cylindrica 34 2X Soto. (2007).

*Ageratina deltoidea 34 2X Grashoff et al. (1972).

Ageratina pazcuarensis 51 3xX Sundberg et al. (1986). Moore
(1974), este estudio

*Ageratina petiolaris 17 34 2X King et al. (1976); este estudio.

Ageratum corymbosum 10,20 40 2X,4X Keil y Stuessy 1975; Soto (2007).

Ambrosia confertiflora 36,54 4X,6X Payne et al. (1964).

Ambrosia psilostachya 36 4x Payne et al. (1964); Soto (2007).

Artemisa ludoviciana 18 4x Keil y Stuessy (1975).

**Baccharis heterophylla 9 2x Keil y Stuessy (1977).

Baccharis salicifolia 9,18 2X,4X Keil y Pinkava (1977).

*Baccharis sordescens 9 2x Keil y Stuessy (1977); Soto. (2007).

Barkleyanthus salicifolius 30 2X Turner y Flyr (1966), Soto (2007).

Bidens bigelovii var. 12 24 2X Olsen (1980), este estudio.

angustiloba

Bidens odorata 12 2x Keil et al. (1988); Soto (2007); este
estudio.

Bidens pilosa 36 72 6x Ballard (1986), Turner y King (1964);
este estudio.

*Brickellia secundiflora 9 2% Turner et al. (1962); Soto (2007).

Brickellia veronicifolia 9 2X King et al. (1976) Soto (2007).
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Cuadro 13. (continua)

Especie n 2n Nivel de Referencia
ploidia

Carminatia tenuifora 10 2x King et al. (1976).
Cirsium vulgare 68 4x Ozcan et al. (2008).
Conyza bonariensis 27 18, 54 2X,6X Solbrig et al, (1969), este estudio.
Conyza canadiensis 2x Turner et al. (1962).
Conyza coronopifolia 2x Keil y Stuessy (1977).
Cosmos bipinnatus 12 2x Carr et al. (1999), Soto (2007).
Cosmos parviflorus 12 2x Carr et al. (1999).
Cotula australis 18 4x Powell et al, (1974).
Dahlia coccinea 16 32 2x Gatt et al. (1998), Soto (2007).
Dahlia sorensentii 32 4x Hansen y Hjerting (1996).
Dyssodia papposa 13 26 2x Keil et al. (1988).
Erigeron delphinifolius 9,18 2X,4X Carr et al. (1999).
Erigeron karwinskianus 9,18 27,36 2x,3X,4x Carr et al. (1999).
Erigeron longipes 9,18 2X,4X Sundberg et al. (1986).
Fleischmannia pycnocephala 20 4x Soto (2007).
Florestina pedata 10,11 2X Keil et al. (1988), este estudio.
Galisonga parviflora 16,32,48 2x,4x,6x Canne (1983), Lane y Li (1993),

Strother y Panero (2001), Soto

(2007).
*Gamochaeta americana 14 4x Carr et al. (1999).
Heterosperma pinnatum 25 4x Keil y Stuessy (1975).
Jaegeria hirta 18 4x Keil y Stuessy (1975), este estudio.
Lactuca serriola 9 2x Spencer et al. (1978), Soto (2007).
Laennecia filaginoides 18 2x (Flora of North America a)
Laennecia sophiifolia 9 2x Carr et al. (1999).
Lagascea rigida 17 2x Stuessy (1978), Soto (2007).
*Melampodium longifolium 9 2x Turner y King (1962), este estudio.
Melampodium perfoliatum 11,12 2x Keil y Stuessy (1975), este estudio.
*Montanoa grandiflora 19 2X Solbrig et al. (1972), Soto (2007).
*Montanoa tomentosa 19 2x Keil et al. (1988).
Parthenium hysterophorus 17 2x Carr et al. (1999).
**Pectis prostrata 12 2x Keil y Pinkava (1976).
Picris echioides 5 10 2X Keil y Pinkava (1976), Soto (2007).
Piqueira trinervia 11,12 2X Keil et al. (1988) este estudio.
*Pittocaulon praecox 30 2X Strother (1983), Soto (2007).

53
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Cuadro 13. (continua)

Especie n 2n Nivel de Referencia
ploidia
Pseudognaphalium canescens 28 4x (Flora of North America b).
*Pseudoagnaphalium 14 28 4x Keil y Stuessy (1977).
chartaceum
Pseudoagnaphalium 7 14 2X Carr et al. (1999).
luetoalbum
Pseudoagnaphalium viscosum 14 28 4X Carr et al. (1999).
*Roldana sessilifolia 60 2X Zhao y Turner (1993).
Sanvitalia procumbens 8 2X Solbrig et al. (1972).
Schkuria pinnata 10,20 2X,4X Carr et al. (1999).
Senecio vulgaris 20 2X Orndfuff et al. (1967)
Sigesbeckia agrestis 15 2X Strother y Panero (2001).
Simsia amplexicaulis 17 34 2X Jansen y Stuessy (1980), este
estudio.
Sonchus oleraceus 16 4X Turner et al. (1961), Soto (2007).
Stevia micranatha 2224 2X Watanabe et al. (2001).
*Stevia origanoides 22.33,44 2x,3X,4X Soejima et al. (2001), Soto (2007).
Stevia ovata 22.33,44 2X,3X,4X Soejima et al. (2001).
Stevia salicifolia 12 24 2X Watanabe et al. (1995), Soto (2007).
**Stevia subpubescens 12 2X Keil y Stuessy (1977).
*Stevia tomentosa 33,44 3X,4X Watanabe et al. (1995), este estudio.
Stevia viscida 11 22.33,44 2X,3%,4Xx Watanabe et al. (2001), este estudio.
Symphyotrichum expansum 10 2X Powell et al. (2010).
Tagetes erecta 24 2X Towner (1962).
Tagetes lucida 11 2X Keil et al. (1988).
Tagetes micrantha 12 2X Keil y Stuessy (1975).
Tagetes tenuifolia 24 2X Keil et al. (1988), Soto (2007).
Tanacetum parhtenium 9 2X Carr et al. (1999).
Taraxacum officinale 16,24,32  2X,3X,4X Bennett et al. (1982a).
Tithonia tubiformis 17 2X Keil y Stuessy (1977), Soto (2007).
*Verbesina tetraptera 17 2X Turner et al. (1961).
*Verbesina virgata 17 2X Turner et al. (1961).
*Viguiera buddleiiformis 17 2x Soto (2007).
Zinnia peruviana 12 2X Torres (1963), Soto (2007).

*Especies endémicas de México. ** Reportada durante la realizacion de esta tesis.
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Con base en la presencia de tres o mas juegos cromosémicos basicos, 33.3% de las
especies de Asteraceae de la REPSA con nimero cromosémico conocido, son poliploides.

Stebbins (1950) basado en el mismo método, calculé6 que alrededor del 30-35% de las

angiospermas y 36% de las monocotiledéneas son poliploides.

Utilizando el criterio de Grant (1963, 1989), en el que especies con n= 14 o mas indica
poliploidia. Se observa que 59.8% de las Asteraceae de la reserva con nimero cromosémico
conocido son poliploides. Grant (1963) estimé que 47% de 17138 reportes de especies de

angiospermas resultaron poliploides.

El criterio de Goldblatt (1980) considera que especies con n= 11 o mas indica
poliploidia. 73.6% de las especies de las Asteraceae de la reserva con nimero cromosémico
conocido resultaron poliploides con este criterio. Goldblatt (1980) estimé que 68% de 10580
especies de monocotiledoneas son poliploides. En el cuadro 14 se encuentra la frecuencia de
poliploidia para las especies endémicas del pais presentes en la reserva y su comparacién con

el total de especies de la reserva con conteo cromosémico reportado en la literatura.

Cuadro 14. Porcentajes de poliploidia en Asteraceae de la REPSA basados en los criterios de
los tres autores sefialados.

> 3 genomas

. n 14 n= 11 (Goldblatt,
Total de especies
(Stebbins, 1950) (Grant, 1963) 1980)
Especies de la REPSA 84 (30) 35.7% (52) 62% (68) 81%
Especies de la REPSA 17 (4) 23.5% (13) 76.5% (13) 76.5 %

y endémicas de México

De las especies del cuadro 13, se reportaron 27 especies con nivel de ploidia
tetraploide (4x), entre las que se encuentran Ageratum corymbosum, Ambrosia psilostachya,
Fleischmannia pycnocephala, Jaegeria hirta y Sonchus oleraceus, obtenidas a partir de
individuos de la REPSA (Soto, 2007). Se presentaron ocho especies de origen triploide (3x);
Ageratina pazcuarensis, Stevia origanoides, S. tomentosa y S. viscida se obtuvieron a partir de
individuos de la REPSA (Soto, 2007). Este nivel de ploidia en Stevia es generalmente
asociado con reproduccién asexual (agamospermia) (King et al., 1976). Cuatro de origen
hexaploide (6x), de estas dltimas, Conyza bonariensis (2n= 6x= 54) y Bidens pilosa (2n= 6x=
72), cuyos conteos fueron obtenidos en este trabajo, no fueron reportadas en los primeros
listados floristicos de la reserva; sin embargo, se les puede ver distribuidas tanto en zonas

nucleo como en zonas de amortiguamiento.
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Algunas de las especies diploides que se encuentran en la REPSA, presentan niimeros
cromosémicos altos, tales como Acourtia cordata (n= 27), Ageratina deltoidea (n= 17), A.
petiolaris (n= 17), Barkleyanthus salicifolius (n= 30), Cirsium vulgare (n= 34), Dahlia
coccinea (n= 16), Lagascea rigida (n= 17), Montanoa grandiflora (n= 19), M. tomentosa (n=
19), Pittocaulon praecox (n= 30), Roldana lobata (n= 30), R. sessilifolia (n= 30), Senecto
vulgarts (n= 20), Tithonia tubiformis (n= 17), Verbesina virgata (n= 17) y Viguiera
buddleiformis (n= 17). Grant (1963, 1989) y Goldblatt (1980) consideran que especies
diploides con nimeros cromosémicos altos pudieron haber sido derivados por poliploidia,

por lo que estas especies pueden ser de origen poliploide.

Poliploidia en géneros de Asteraceae presentes en la REPSA

El listado floristico de la familia Asteraceae parala REPSA mas reciente corresponde
a Céspedes (2010) en el que se encuentran reportados 52 géneros de Asteraceae, de los cuales,
75% presentan poliploidia, es decir, contienen especies con tres o mas juegos cromosémicos
completos con respecto al nimero basico (x) para cada género (Cuadro 15). Se ha visto que
la condicién poliploide se presenta en la mayoria de los géneros de la REPSA. De 29 géneros
con al menos un conteo cromosémico realizados en este trabajo y en Soto (2007), 26%
presentan mas de tres genomas, mientras que los géneros con n> 14 representan 57% vy los

géneros con n> 11 representan 76%.

Cuadro 15. Numeros basicos y niveles de ploidia en los géneros de Asteraceae presentes en la
REPSA y reportados en la literatura.

Género Numero basico (x) Ploidia Referencias

Acmella 13 2X,4X,6X Jansen (1985).

Acourtia 27 2X Powell y Powell (1978).

Ageratina 17 2%, 3%, 4%, 5x  King et al. (1976).

Ageratum 10 2X, 3X, 4X Turner y King (1964), Robinson et al,
(1989).

Ambrosia 18 2X, 4X, 6X, 8x  Payne et al. (1964), Robinson et al.
(1989)

Archibaccharis 9 2x Solbrig et al. (1969), Powell et al.
(1974)

Artemisa 9 2X, 4X, 6%, 8x  McArthur y Sanderson, (1999).

Baccharis 9 2X, 4X Solbrig et al. (1969), Carr et al.
(1999).

Barkleyanthus 30 2x Robinson et al. (1997).

Bidens 10,11, 12, 14 2X, 4%, 6%, 12x  Solbrig et al. (1972), Ballard (1986),

Robinson et al. (1989).
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Cuadro 15. (continua)

Género Numero basico (x) Ploidia Referencias

Brickellia 9 2% Robinson et al. (1997).

Carminatia 10 2x King et al. (1976).

Chromolaena 10 2X, 4%, 6X King et al. (1976) Keil y Pinkava
(1976).

Cirsium 12, 15, 16, 17 2X, 4X Ownbey et al. (1975).

Conyza 9 2X, 4X, 6X Solbrig et al. (1969), Carr et al.
(1999).

Cosmos 11, 12 2X 4X 6X Solbrig et al. (1972), Robinson et al.
(1989).

Cotula 9 2X, 4X Powell et al. (1974), Carr et al.
(1999).

Critonia 10 2x King et al. (1976).

Dyssodia 7,8,13 2X, 4X Robinson et al. (1989), Powell y Tur-
ner (1963).

Erigeron 9 2X, 4X, 6%, 8x  Solbrig et al. (1969), Semple (1995).

Fleishmania 10 2X, 4%, 6X, 8x  Robinson et al. (1989).

Florestina 10 2x Robinson et al. (1989).

Galinsoga 8 2X, 4X, 6%, 8x  Solbrig et al. (1972), Robinson et al.
(1989).

Gamochaeta 7 2X, 4X Keil et al. (1988).

Heterosperma 11, 13 2X, 4X Robinson et al. (1989).

Jaegeria 9 2X, 4X, 8x Solbrig et al. (1972), Robinson et al.
(1989).

Lactuca 2X, 4X Spencer et al. (1978).

Laennnecia 2X, 4%, 6X Solbrig et al. (1969), Carr et al.
(1999).

Lagascea 17 2x Solbrig et al. (19772); Robinson et al.
(1989).

Melampodium 9, 10,11, 12 2X, 3X, 4%, 6x  Solbrig et al. (1972); Robinson et al.
(1989).

Montanoa 19 2%, 3X, 4%, 6X, 8%, Solbrig et al. (1972); Robinson et al.

12X (1989).

Parthenium 17 2X, 4X, 6x Solbrig et al. (1972); Robinson et al.
(1989).

Pectis 6 2X, 4X Keil et al. (1988).

Picris 5 2X, 4%, 6X Spencer et al. (1978).

Piqueria 11, 12 2X, 4X Turner et al. (1962); King et al.

(1976).
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Cuadro 15. (continua)

Género Numero basico (x) Ploidia Referencias

Pittocaulon 30 2X Robinson et al. (1997).

Pseudognaphalium 7 2X, 4X Powell y Turner (1963); Keil et al.
(1988).

Roldana 30 2X Robinson et al. (1997).

Sanvitalia 8 2X, 4X Jansen y Stuessy (1980).

Schkuria 10, 12 2X, 4X Robinson et al. (1989).

Senecio 10, 11, 15 2X, 4X Orndfuff et al. (1967).

Sigesbeckia 15 2X Jansen y Stuessy (1980).

Simsia 17 2X Powell y Turner (1963).

Sonchus 8,9 2X, 3X, 4X Spencer et al. (1978).

Stevia 11,12, 17 2%, 3X, 4%, 5%, 6x Turner (1964), King et al. (1976).

Symphyotrichum 9,8,5 2x,6X,8x Solbrig et al. (1969), Semple (1995),
Owen et al. (2006).

Tagetes 11, 12, 18 2X, 4X Ralston et al. (1989), Robinson et al.
(1989).

Tanacetum 9,12 2X, 4X Spooner et al. (1995), Ghaffari y Ke-
lich (2006).

Tithonia 16, 17 2X Solbrig et al. (1972); Robinson et al.
(1989).

Verbesina 16, 17,18 2X, 4X, 5X Solbrig et al. (1972); Robinson et al.
(1989).

Viguiera 8,12,17,18, 21 2X, 4X, 6X Solbrig et al. (1972), Robinson et al.
(1989).

Zinnia 8,9,10, 11,12 2X, 4%, 8x Solbrig et al. (1972); Robinson et al.
(1989).

Viabilidad de polen en especies de Asteraceae de la REPSA.

Con base en su disponibilidad en el campo, se analizaron muestras de polen tehidas
con azul algodén de 12 especies diferentes de Asteraceae de la REPSA (Cuadro 16). La

mayoria de las especies presentan un porcentaje elevado de polen viable.
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Cuadro 16. Porcentaje de polen viable para especies de Asteraceae en la REPSA obtenidos en
este estudio y en Soto (2007).

Especie Granos observados Polen viable (%)
*Acourtia cordata 285 88.42
Ageratina cylindrica 506 95.65
*Ageratina deltoidea 132 56.06
Ageratina petiolaris 219 92.68
Ambrosia confertiflora 519 93.83
Ambrosia psilostachya 516 97.48
Artemisa ludoviciana 438 90.18
Aster subulatus 332 97.89
Baccharis pteronioides 360 82.77
Baccaris salicifolia 444 99.32
Barkleyanthus salicifolius 318 80.50
Bidens odorata 537 98.69
*Bidens pilosa 656 96.16
*Brickellia scoparia 695 89.49
*Chromolaena pulchella 591 94.92
*Cirsium vulgare 551 84.93
*Conyza bonariensis 138 86.95
Conyza coronopifolia 400 98.25
Cosmos bipinnatus 565 98.58
Cosmos parviflorus 472 97.88
Dahlia coccinea 509 99.21
Dahlia sorensenii 550 08.18
Dyssodia papposa 350 99.14
Florestina pedata 457 97.81
Heterosperma pinnatum 422 93.36
Jaegeria hirta 175 91.46
Lagascea rigida 439 08.63
Melampodium longifolium 181 95.26
Melampodium perfoliatum 236 80.08
Montanoa grandiflora 209 91.86
Montanoa tomentosa 604 91.39
Parthenium hyterophorus 492 98.57
*Pectis prostrata 192 93.75

Picris echioides 366 95.08
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Cuadro 16. (Continua)

Especie Granos observados Polen viable (%)
Piqueria trinervia 270 93.70
Pittocaulon praecox 256 98.14
*Pseudognaphalium semilanatum 39 82.01
Sanvitalia procumbes 519 97.49
Schkuria pinnata 69 95.65
Simsia amplexicaulis 485 93.40
*Sonchus oleraceus 232 79.74
*Stevia ovata 298 81.87
Stevia salicifolia 310 89.67
Tagetes lucida 517 98.25
Tagetes micrantha 336 94.05
Tagetes tenuifolia 523 98.66
*Taraxacum officinale 1667 96.76
Tithonia tubiformis 556 99.28
Verbesina virgata 389 95.27
Viguiera excelsa 453 99.55
Zinnia peruviana 400 98.00

*especies de este estudio

Contenido de ADN por Citometria de flujo para especies de
Asteraceae de la REPSA.

Se calibré el citémetro de flujo con nicleos de eritrocitos de pollo (NEP) para alinear
correctamente la lampara, el objetivo y el ocular y lograr un coeficiente de variaciéon (CV)
menor a 1. Se obtuvo el tamafio de genoma en millones de pares de bases (Mpb) y el
contenido de ADN nuclear 2C expresado en picogramos (pg) de las especies de Asteraceae
presentes en el Cuadro 16. En las figuras 17-30 se muestran los histogramas obtenidos para
cada especie. Los valores obtenidos oscilaron entre 1.676 pg para Bidens bigelovii var.

angustiloba, diploide con 2n= 24 y 5.969 pg para Bidens pilosa, hexaploide con 2n= 72.
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Cuadro 17. Valores promedio del contenido nuclear de ADN en 14 especies de Asteraceae de

la REPSA.
Especie Nivelde 2n ADN 2C (pg) * ADN 1Cx Tamaiio del
ploidia (pg) genoma
X + EE X 1Cx Mpb
Ageratina pazcuarensis 3x 51 4.161 £ 0.0298 1.387 1356
Ageratina petiolaris 2x 34 3.140 £ 0.0523 1.570 1536
Bidens bigelovii var. 2x 24 1.676 £0.0114 0.838 819
angustiloba
Bidens odorata 2X 24 1.774 + 0.0282 0.887 868
Bidens pilosa 6x 72 5.969 +0.0284 0.995 973
Conyza bonariensis 6x 54 4.165 + 0.0520 0.694 679
Florestina pedata 2X 20 3.676 + 0.0116 1.838 1798
Jaegeria hirta 4x 36 3.843 + 0.0248 0.961 948
Melampodium longifolium 2X 18 1.727 + 0.0437 0.863 844
Melampodium perfoliatum 2X 22 3.784 + 0.0819 1.892 1850
Piqueria trinervia 2X 24 3.830 +£0.0275 1.915 1873
Simsia amplexicaulis 2X 34 4.676 +0.0227 2.338 2286
Stevia tomentosa 3x 33 2.616 + 0.0264 0.872 853
Stevia viscida 3x 33 2.898 +0.0528 0.966 945

El promedio de cada especie se calcul6 a partir de cinco plantas con tres repeticiones de al
menos 10 000 nucleos por repeticion.

*1 picogramo (pg) = 978 millones de pares de bases (Dolezel et al., 2007).

Mpb = millones de pares de bases de nucle6tidos (Bennett et al., 2000).

1Cx = Mpb en el grupo de cromosomas monoploide (Greilhuber et al., 2005).
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En el Cuadro 18 se agrupa a las especies del presente estudio en sus respectivas
tribus, para observar si existe una relacion entre la agrupacion taxonomia y el promedio del

contenido 1Cx de ADN para cada especie.

Cuadro 18. Contenido de ADN del genoma bésico (1Cx) en picogramos (pg) de cada una de
las 14 especies de este estudio, y las tribus a las que pertenecen.

Familia Asteraceae ADN 1Cx (pg)
X
Subfamilia Asteroideae
Supertribu Asteroideae
Tribu Astereae: Conyza bonariensis 0.694

Supertibu Helianthodae

Tribu Eupatorieae: Ageratina pazcuarensis 1.387
Ageratina petiolaris 1.570
Piqueria trinervia 1.915
Stevia tomentosa 0.872
Stevia viscida 0.966
Tribu Bahieae: Florestina pedata 1.838
Tribu Heliantheae: Bidens bigelovii var. angustiloba 0.838
Bidens odorata 0.887
Bidens pilosa 0.995
Simsia amplexicaulis 2.338
Tribu Millerieae: Jaegeria hirta
Melampodium longifolium 0.863

Melampodium perfoliatum 1.892
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Figura 18. Contenido relativo 2C de ADN de
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Ageratina petiolaris. Los histogramas 1
y 3 representan los niucleos G; y G. de
A. petiolaris (2n= 2x= 34), el 2 'y 4 los
ndcleos en G; y G.de Zea mays 2C
ADN-= 5.43 pg (planta referencia).
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Figura 17. Contenido relativo 2C de ADN de
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Ageratina pazcuarensis. El histograma 1
representa los ntucleos G; de
A. pazcuarensis (2n= 3x= 51), el 2y 3
los nucleos en G: y G2 de Zea mays 2C
ADN-= 5.43 pg (planta referencia).
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Figura 19. Contenido relativo 2C de ADN de

Bidens bigelovii. El histograma 1
representa los nuacleos G, de B. bigelovii
(2n= 2x= 24), el 2 los nucleos en G, de
Zea mays 2C ADN= 5.43 pg (planta
referencia).
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Figura 21. Contenido relativo 2C de ADN de

Numero de nucleos

Bidens pilosa. El histograma 1
representa los nudcleos G; de B. pilosa
(2n= 6x=72), el 2y 3 los nicleos en G, y
G: de Pisum sativum 2C ADN= 9.01 pg
(planta referencia).

1000 —

800 —

600 -

400

0 .

0 50 100 150 200 250

Contenido relativo de ADN nuclear

Figura 20. Contenido relativo 2C de ADN de
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Bidens odorata. El
representa los nicleos
(2n= 2x= 24), el 2 los
Zea mays 2C ADN=
referencia).

histograma 1
G, de B. odorata
nucleos en G; de

5.43 pg (planta
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Figura 22. Contenido relativo 2C de ADN de

Conyza bonariensis. El histograma 1
representa los nucleos G: de
C. bonariensis (2n= 6x= 54), el 2y 3 los
nucleos en G; y G. de Zea mays 2C
ADN= 5.43 pg (planta referencia).
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Figura 24. Contenido relativo 2C de ADN de
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Jaegeria hirta. El histograma 1
representa los nicleos en G; de Solanum
lycopersicum 2C ADN= 1.96 pg (planta
referencia), el 2 los nicleos G, de J. hirta

(2n= 4x= 36).
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Figura 23. Contenido relativo 2C de ADN de
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Florestina pedata (2n=2x=20). El
histograma 1 representa los nicleos en
G: de Solanum lycopersicum 2C
ADN= 1.96 pg (planta referencia), el 2
representa los nticleos G; de F. pedata.
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Figura 25. Contenido relativo 2C de ADN de

Melampodium longifolium. El
histograma 1 representa los niucleos en
G: de M. longifolium (2n= 2x= 18), el 2
los ntcleos en G, de Zea mays 2C= 5.43
pg (planta referencia).
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Figura 27. Contenido relativo 2C de ADN de
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Piqueria trinervia. El histograma 1
representa nucleos en G; de P. trinervia
(2n= 2x= 24), el 2y 3 los nuacleos G, y G.
de Zea mays 2C ADN= 5.43 pg (planta
referencia).
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Figura 26. Contenido relativo 2C de ADN de
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Melampodium perfoliatum. El
histograma 1 representa los nicleos en
G: de M. perfoliatum (2n= 2x= 22), el 2
y 3 los nucleos en G: y G- de Zea mays
2C ADN= 5.43 pg (planta referencia).
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Figura 28. Contenido relativo 2C de ADN de

Simsia amplexicaulis. El histograma 1
representa nucleos en G; de
S. amplexicaulis (2n= 2x= 34), el 2 y3
los nucleos en G; y G.de Pisum sativum
2C ADN= 9.01 pg (planta referencia).
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Figura 30. Contenido relativo 2C de ADN de

Stevia viscida. El histograma 1
representa nucleos en G, de S. viscida
(2n= 3x= 33), el 2y 3 los ndcleos G, y G.
de Zea mays 2C ADN= 5.43 pg (planta
referencia).

Figura 29. Contenido relativo 2C de ADN de
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Stevia tomentosa. El histograma 1
representa nuacleos en G; de
S. tomentosa (2n= 3x= 33), el 2y 3 los
nicleos G: y G: de Zea mays 2C
ADN= 5.43 pg (planta referencia).
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Resultados del analisis estadistico para el contenido de ADN

Los resultados obtenidos del Analisis de Varianza (ANOVA) arrojaron la presencia
de diferencias significativas (p< 0.0001) entre especies en el contenido 2C de ADN (pg)
(Cuadro 19).

Cuadro 19. Anélisis de Varianza (ANOVA) del contenido nuclear de ADN en 14 especies de

Asteraceae de la REPSA.
Fuente de variacion Grados de Suma de Cuadrados ValordeF Valorde
libertad cuadrados medios P
Especie 13 96.876169 7.45201 956.1643 <0.0001
Individuos 56 0.436445 0.00779
Total 69 97.312614

No se encontraron diferencias significativas en los valores del contenido de ADN
entre repeticiones y entre individuos de cada especie (Apéndice 1), lo que muestra
estabilidad en sus genomas. Debido a la presencia de diferencias significativas entre el
contenido 2C (pg) de ADN entre especies, se realiz6 una prueba de Tukey-Kramer HSD
para definir diferencias significativas entre las especies. Los resultados se muestran en el

cuadro 18 y en la figura 31.

La prueba de Tukey arroja diferencias significativas al comparar el contenido de
ADN o tamano del genoma en casi todas las especies, lo cual es de esperarse, debido al
numero cromosémico distinto, el nivel de poliploidia y que también pertenecen a géneros
diferentes (Cuadro 15). Bidens bigelovii y B. odorata no presentan una diferencia
significativa. Sin embargo, las especies Stevia tomentosa y S. viscida tienen un tamano de
genoma significativamente diferentes a pesar de ser especies del mismo género y con nivel
de ploidia 3x. Melampodium longifolium y M. perfoliatum con nimeros cromosémicos
2x= 2n= 18 y 2x= 2n= 22 presentan una diferencia en el contenido 2C de ADN superior al

doble de una respecto a la otra.
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Cuadro 20. Prueba de Tukey para la comparacion de medias del contenido de ADN en 14
especies de Asteraceae de la REPSA.

Especie Agrupamiento de Tukey ADN 2C (pg)
Bidens pilosa a 5.97
Simsia amplexicaulis b 4.68
Conyza bonariensis c 4.17
Ageratina pascuarensis c 4.16
Jaegeria hirta d 3.89
Piqueria trinervia d e 3.83
Melampodium perfoliatum d e 3.78
Florestina pedata e 3.68
Ageratina petiolaris f 3.14
Stevia viscida g 2.90
Stevia tomentosa h 2.61
Bidens odorata i 1.77
Melampodium longifolium i 1.73
Bidens bigelovii var angustiloba i 1.68
o= 0.05

Las letras distintas indican diferencia significativa en el contenido 2C de ADN.
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Figura 31. Comparacion de medias del contenido 2C de ADN de 14 especies por la prueba de
Tukey.
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También se encontré que existe una correlaciéon positiva moderada (r= 0.5141,
p< 0.6) entre el contenido 1Cx de ADN expresado en millones de pares de bases (Mpb) y el

numero basico (x) en las 14 especies de Asteraceae de este estudio (Figura 32).
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Figura 32. Correlacion entre el contenido 1Cx en Mpb y el nimero cromosémico bésico (x).

Distribucion geografica y comparacion de la distribuciéon de
especies entre Melampodium longifolium y M. perfoliatum, y
Stevia tomentosa y S. viscida

Melampodium, perteneciente a la tribu Millerieae; contiene 40 especies distribuidas
principalmente en México y Centroamérica, aunque su distribucién abarca desde el sur de
Estado Unidos hasta Colombia y Brasil (Stuessy, 1972; Turner, 1988, 1993, Weiss-
Schneeweiss et al. 2009).

Melampodium longifolium se distribuye en una pequefia porcion de la Sierra Madre
Oriental, parte del Altiplano Central, la region oriental del Eje Volcanico Transversal hasta
el norte de Oaxaca (Fig. 33). El tnico nimero cromosémico encontrado en la literatura de
n= 9 (Turner y King 1962, Weiss-Schneeweiss et al. 2009, localidades no reportadas)

corresponde a una localidad en San Luis Potosi. En contraste, la distribucién de
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Melampodium perfoliatum se encuentra a lo largo de la Sierra Madre Occidental, su
distribucién a lo largo del Eje Neovolcanico Transversal es mucho mas extensa que
M. longifolium. Se distribuye también hacia la Cuenca del Balsas y a lo largo del Estado de
Oaxaca hasta la regién centro y sur de Chiapas (Fig. 34). Algunos de sus registros son de
zonas costeras del Pacifico. M. perfoliatum presenta dos citotipos, n= 11 y 12, cuyos

registros son de Michoacan y Puebla.

Se considera que los cambios en el contenido de ADN involucran pérdida o ganancia
de secuencias repetitivas de ADN (Price, 1988) y que estos cambios pueden modificar al
ciclo mitético y celular o la duraciéon de la meiosis (Bennett, 1987). Algunos autores
consideran que las pérdidas o incrementos en las secuencias de ADN repetitivo estan
asociadas con la adaptacién a diversas condiciones ambientales (Cavallini y Natali, 1991).
Por lo tanto se puede considerar que M. perfoliatum presenta un incremento en el contenido
de ADN mucho mayor al de M. longifolium, que le proporciona diferencias a nivel fenotipo

y una mayor capacidad de dispersion y de colonizar un mayor ndmero de
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Figura 33. Distribucién geografica de Melampodium longifolium.
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Figura 34. Distribucion geografica de Melampodium perfoliatum.

ambientes. El numero cromosémico basico x= 10 ha sido propuesto como el nimero
ancestral para este grupo, por lo que los nimeros de n= 9 y 11 pudieron haber surgido por

eventos de aneuploidia (Weiss-Schneeweiss et al., 2009).

La distribucion de Stevia tomentosa va desde la parte norte de la Sierra Madre
Oriental, en donde existe un registro de 2n= 44. El trazo individual continta hacia el
Altiplano Central y una pequeiia parte de la Sierra Madre Occidental. Mas al centro del pais
existen varios registros en la zona oriente del Eje Neovolcanico Transversal y en la zona
norte de Oaxaca y la Sierra Madre del Sur (Fig 35). Casi todos los registros de conteos
cromosémicos, con excepciéon de uno, son de 2n= 33 (Watanabe et al. 2001; Grashoff et al.
1972). La distribucién de Stevia viscida es a lo largo de toda la Sierra Madre Occidental y
parte de la Altiplanicie Septentrional. Se presenta en la parte sur del Altiplano Central. Los
registros para esta especie en el Eje Neovolcanico Transversal ocurren en la parte central y
en el occidente, principalmente Jalisco. También el trazo se prolonga en la Cuenca del Balsas

y en la Sierra Madre del Sur. Solamente hay un registro para S. viscida en la Sierra Madre
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Oriental y es en la parte norte. Se han reportado citotipos tetraploides en la parte norte de la
Sierra Madre Occidental y uno mas al norte de Michoacan (Fig. 36). También se reporté un
citotipo diploide en Jalisco. Sin embargo, tal y como ocurre con frecuencia en el género

Stevia, la mayoria de los reportes son para citotipos triploides.

En México, la agamospermia acompafniada de poliploidia, parece ser el modo mas
frecuente de reproduccién entre las especies de Stevia. Los individuos triploides originados
por agamospermia son las formas mas abundantes y ampliamente distribuidas en especies
de Stevia (Soejima et al, 2001; Watanabe et al., 2001). Las diferencias significativas en el
contenido de ADN en Stevia en conjunto con la determinacién de su distribucién nos pueden
ayudar a tomar decisiones taxondémicas, ya que en algunas especies, la identificacién
fenotipica suele ser complicada, lo que conlleva a registros incorrectos, como se ha dado el

caso con la identificacién de algunas especies del género Pseudognaphalium presentes en la

REPSA.
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Figura 35. Distribucién geografica de Stevia tomentosa.
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DISCUSION

Conteos cromosomicos y poliploidia

El presente trabajo es el segundo que realiza conteos cromosémicos y el primero que
reporta contenidos de ADN en especies de Asteraceae de la REPSA. El trabajo de Soto

(2007) reporté 25 nimeros cromosémicos para la REPSA.

Las 93 especies registradas en el trabajo de Céspedes (2010) son las que se utilizaron
para evaluar la poliploidia de las Asteraceae de la REPSA; algunas de las especies
reportadas representan el primer registro para la REPSA, como Bellis perennis, Cirsium
vulgare, Cotula australis y Tagetes erecta. Ademas, se reportaron durante el transcurso del
desarrollo del presente trabajo las especies Baccharis heterophylla, Pectis prostrata y Stevia

subpubescens, que no fueron incluidas en el listado de Céspedes (2010).

Se obtuvieron 14 conteos cromosémicos de especies de Asteraceae de la REPSA. Los
numeros cromosémicos obtenidos para Ageratina pazcuarensis (2n= 3x= 51), A. petiolaris
(2n= 2x= 34), Bidens bigelovit var. angustiloba (2n= 2x= 24), B. odorata (2n= 2x= 24), B.
pilosa (2n= 6x= 72), Conyza bonariensis (2n= 6x= 54), Florestina pedata (2n= 2x= 20),
Jaegeria hirta (2n= 4x= 36), Melampodium longifolium (2n= 2x= 18), M. perfoliatum (2n=
2x= 22), Piqueria trinervia (2n= 2x= 24), Simsia amplexicaulis (2n= 2x= 34), Stevia
tomentosa (2n= 3x= 33) y S. viscida (2n= 3x= 33) (Cuadro 12), son consistentes con reportes
previos y con los nimeros cromosémicos basicos determinados para esos géneros (Sundberg
et al., 1986; King et al., 1976 y 1988; Olsen 1980; Ballard, 1986; Keil y Stuessy, 1975; Weiss-
Schneeweiss et al. 2009; Jansen y Stuessy, 1980; Solbrig et al., 1969; Watanabe et al., 1995 y
2007).

En Conyza bonariensis se han observado nimeros cromosémicos 2n= 18 y 54. En este
estudio se observé el citotipo hexaploide (2n= 6x= 54), nimero cromosémico ya reportado

para otras poblaciones dentro de México (Solbrig et al., 1969) (Cuadros 11 y 12)

En Melampodium perfoliatum han sido reportados citotipos de 2n= 2x =24 (n= 12 en

Keil y Stuessy, 1975), aunque el citotipo encontrado con mas frecuencia en la literatura
(Weiss-Schneeweiss et al., 2009) 2n= 2x= 22, es el observado en la REPSA (Cuadros 11 y
12).

Dentro de la REPSA se presenta el citotipo mas frecuente para Stevia viscida

(2n= 3x= 33). Para esta especie también se han reportando dipolides (2n= 2x= 22) y
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tetraploides (2n= 4x= 44) (Watanabe et al., 2001). En Stevia tomentosa se encontré el
citotipo triploide (2n= 3x= 33) que aparece como el mas frecuente dentro de este género,

habiendo solamente un reporte de un nimero cromosémico 2n= 4x= 44 (Watanabe et al.

2007) (Cuadros 11 y 12).

Para Florestina pedata se han reportado citotipos n= 10 y 11, aunque el segundo sélo
se ha reportado en una ocasién. El citotipo encontrado en la REPSA de 2n= 2x= 20

corresponde con reportes previos (Keil et al. 1988) (Cuadros 11 y 12).

En Pigueria trinervia han sido reportados citotipos de n= 11 y 12. El ndmero
cromosémico reportado en este estudio (2n= 2X= 24), aparece como el mas frecuente en la
literatura (Keil et al., 1988) (Cuadros 11 y 12).

Frecuencia de poliploidia en especies de Asteraceae

Se estimé la frecuencia de poliploidia en especies de Asteraceae de la REPSA, con
base en los criterios de Stebbins (1950), Grant (1963) y Goldblatt (1980), los porcentajes
obtenidos fueron 35.7%, 62% y 81% respectivamente. La frecuencia de la poliploidia varia

con la metodologia utilizada, siendo elevada en todos los casos (Cuadro 13).

El criterio de Stebbins (= 3 genomas) se enfoca en la poliploidia intragenérica. Sin
embargo, existen tribus, principalmente de Norteamérica, con nimeros basicos derivados
(x2) que posiblemente se traten de poliploides antiguos (Funk et al., 2005), lo que convierte
en parcial la metodologia de Stebbins (1950), debido a que excluye a grupos taxonémicos
por encima del nivel de especie, ya que una gran parte de las tribus y géneros poseen
numeros basicos derivados elevados, por ejemplo x2= 19, 24, 25 y 27, (Figura 1, Cuadrol).
Goldblatt (1980) considera que determinar la poliploidia con n> 14 era demasiado
conservador; por lo que propuso que n=> 11 era mas apropiado. Los analisis de Grant (1963)
y Goldblatt (1980) pueden considerar grupos de poliploides antiguos con nimeros basicos
derivados; tal es el caso de varias tribus de México y Norteamérica, cuyos nimeros basicos

se derivan de x2 = 19 (Figura 1. Funk et al., 2005).

Un porcentaje alto de géneros presentes en la REPSA (75%) presentan poliploidia, es
decir, contienen especies con tres o mas juegos de cromosomas (Cuadro 14). Sin embargo,
algunos géneros, inicamente reportan el citotipo diploide en la REPSA. Entre los géneros
que presentan diferentes niveles de ploidia son Ageratina, Bidens, Erigeron, Fleischmannia,
Melampodium, Montanoa y Stevia. Dadas las hipétesis en las que el nimero ancestral para

las Asteraceas es de x= 9 (Raven et al., 1961, Solbrig 1977) y de que los niimeros basicos
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para varios de los géneros estudiados en el presente trabajo se encuentran entre x= 9-17, las
14 especies del presente estudio se pueden considerar de origen poliploide. Soto (2007)
reporta numeros basicos de x= 27 y 30 en Acourtia cordata y Pittocaulon praecox, que
también pueden ser considerados de origen poliploide (Stebbins, 1971; Grant, 1989). Soto
(2007) reporta pocos géneros con nimeros cromosémicos pequeiios en el rango de x= 5-10
como Picris echiotdes y Galinsoga parviflora. En este trabajo se reportaron tinicamente tres

especies que comprenden este rango, aunque Conyza bonariensis aparece como hexaploide.

Algunos géneros como Conyza de origen sudamericano (Facultad de Ciencias
Agrarias, Universidad Nacional del Rosario; Desarrollo Rural AER A. Seco C.R. Santa Fe),
presentan distintos niveles de ploidia (2x, 4x, 6x) (Solbrig et al., 1969; Carr et al., 1999). En
la REPSA se encuentra el citotipo hexaploide de Conyza bonariensis (2n= 6x= 54), mientras
que las poblaciones diploides de esta especie solo han sido reportadas en Sudamérica (Solbrig
et al., 1969). Esto apoya la hipotesis de que los poliploides tienen mayor habilidad para
colonizar y establecerse en nuevos habitats, ya que Conyza bonariensis es una especie exética

y una de las especies de borde mas abundantes en la REPSA (Céspedes, 2010).

En casi todas las especies de Asteraceae examinadas, el porcentaje de polen viable
fue superior al 80% (Cuadro 15). El mayor porcentaje en especies analizadas, asi como el
mayor nimero de granos observados fue en Taraxacum officinale (96.8%), aunque Soto
(2007) también report6 un porcentaje de viabilidad de 99.5% en Viguiera excelsa. Ageratina
deltoidea presenté el menor porcentaje de viabilidad (56.1%) y su porcentaje de viabilidad
difiere drasticamente de las demas especies de Ageratina (Soto, 2007), por lo que es necesario

evaluar mas individuos de esta especie para determinar posibles anomalias en su floracion.

Los altos porcentajes de polen viable hacen descartar que las especies se consideren
neopoliploides, los cuales presentan una viabilidad de polen reducida, en comparacién con
los diploides. Sin embargo, se ha observado que cuando una nueva especie comienza a
establecerse y colonizar nuevos habitats, su adaptacion se ve acompafnada por estrategias
como la produccién de células mas grandes, poliploidia y mayores porcentajes de polen
viable (Bennett, 1995; Ohri, 1998). Esto ultimo es de gran importancia ya que especies
poliploides con numeros cromosémicos de n=14 o mas experimentan un proceso de

diploidizacién, trayendo consigo un comportamiento parecido al de un diploide y una alta

viabilidad de polen (Grant, 1989; Soltis et al., 2003)
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Contenido de ADN para especies de Asteraceae de la REPSA

Los valores de contenido de ADN (pg) para las 14 especies de este estudio se
encuentran dentro del intervalo 2C de ADN= 1.676 pg en Bidens bigelovit (2x) y 2C de
ADN= 5.969 pg en Bidens pilosa (6x). Sin embargo los valores para el tamafio del genoma
basico (1Cx) oscilaron entre 0.694 pg en Conyza bonariensis y 2.338 pg en Simsia
amplexicaulis. En Bidens odorata (2n= 2x= 24, 1.774 % 0.0282 pg) y Bidens pilosa
(2n= 6x= 72, 5.969 £0.0284 pg), el contenido de ADN nuclear aumenta con relacion al nivel
de ploidia. Bidens odorata era considerada una variedad de B. pilosa (Ballard, 1986), por lo
que uno de los criterios para considerarlas especies distintas fue el nivel de ploidia que
presentan. Ageratina pazcuarensis (2n= 3x= 51, 4.161 * 0.0298 pg) v A. petiolaris
(2n= 2x= 34, 3.140 £ 0.0523 pg), especies del mismo género, también presentan diferencias

proporcionales con relacion al nivel de ploidia.

En estudios previos, el tamafio del genoma basico (1Cx) en poliploides muestra una
tendencia a reducirse en comparacion con los diploides, con excepcién de autopoliploides
recientes (Coulaud et al., 1995). La disminucién en el contenido de ADN en poliploides a
nivel del genoma basico (1Cx) es un fenémeno comin (Leitch y Bennett, 2004) y ha sido
reportado en varios géneros tales como Aegilops, Centaurea, Ranunculus, Sesleria, Triticum,
y Zingeria (Lyzak y Dolezel, 1998; Ozkan y Feldman 2001; Hérandl y Greilhuber, 2002;
Kotseruba et al., 2003; Siljak-Yakovlev et al., 2005). Esto también se observé en Ageratina
pazcuarensis, especie triploide, con relacion a A. petiolaris, que es una especie diploide. La
deleciéon de ciertas secuencias repetitivas en los cromosomas, es considerada como el

principal mecanismo responsable de la disminucién del tamaiio del genoma (Petrov, 2001;

Gregory, 2003; Bennetzen et al., 2005).

Bidens bigelovit (1.676 pg) presenta un contenido de ADN semejante al de B. odorata
(1.774 pg), ambas diploides con 2n= 24. Se puede observar que no existe diferencia
significativa entre repeticiones e individuos de una especie (p<0.0001), lo que indica que el
contenido nuclear de ADN (pg) es estable entre las especies estudiadas (Cuadro 17, Anexo
2). Sin embargo, se encontré variacion significativa al comparar el contenido 2C ADN entre
especies de distintos géneros. En la prueba de Tukey se observé que ciertas especies
pertenecientes al mismo género y nivel de ploidia, no presentaron diferencias significativas
en el tamano del genoma, como Bidens odorata (2C ADN= 1.774 pg) y Bidens bigelovii var.
angustiloba (2C ADN= 1.676 pg), ambas con 2n= 2x= 24. Sin embargo, las diferencias no
significativas en el contenido de ADN en las dos especies de Bidens, pueden mostrar

diferencias en la expresion génica que dan como resultado una distribucién geografica y
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ocupacion de distintos nichos en un mismo ecosistema. Céspedes (2010) reporté una mayor
distribucién de B. odorata a lo largo de los poligonos en los que se divide la REPSA, en

relacion a Bidens bigelovii var. angustiloba.

Stevia tomentosa con 2C ADN= 2.616 pg y S. viscida con 2C ADN= 2.898 pg, ambas
triploides con 2n= 3x= 33, presentaron diferencias significativas (p<0.0001). Esto sugiere
que la Citometria de flujo puede ayudar en la toma de decisiones taxonémicas. Los
resultados de la distribucion geografica en la Republica Mexicana de ambas especies
muestra que S. viscida, con mayor contenido de ADN posee una distribucion mayor que la

de S. tomentosa.

De especial interés resulté la diferencia altamente significativa, de mas del doble
entre las especies diploides Melampodium longifolium, 2n= 18, 2C ADN= 1.727 pg v M.
perfoliatum, 2n= 22, 2C ADN= 3.784 pg. Sin embargo, esto se ha observado también en
especies de Artemisia, donde A. fragans con 2n= 18, 2C ADN= 5.35 pg y A. judaica con
2n= 16, 2C ADN= 11.52 pg, ambas diploides, también poseen diferencias significativas de
mas del doble entre sus tamafios del genoma. El género Artemisia comprende alrededor de
180 especies y tiene una variada distribucién geografica. La gran variacion en el tamano del
genoma en este género puede ser una respuesta a las condiciones ambientales y ecolégicas a
la que es sometida, tomando en cuenta que su distribucion geografica es amplia. (Torrell y
Valles, 2001). En cuanto a la distribucion geografica de las dos especies de Melampodium, se
puede observar que M. perfoliatum tiene una distribucién geografica mayor, a lo largo de la
Sierra Madre Oriental y Occidental, el Eje Volcanico Transversal y en el sur del pais hasta
Chiapas. Por otra parte, M. longifolium se distribuye tnicamente a lo largo de la Sierra

Madre Occidental y parte del Eje Volcanico Transversal.

Se observé una correlacion positiva moderada (r= 0.5141, p< 0.6); entre el contenido
de ADN en Mpb del genoma basico (1Cx) y el nimero cromosémico basico de las 14 especies
estudiadas. Esto indica que existe una tendencia a poseer un contenido de ADN (Mpb) a
nivel del genoma basico mayor, a medida que el nimero cromosémico basico se incrementa.
Leitch y Bennett (2004) encontraron que la cantidad media del tamaifio del genoma basico
tiende a reducirse con un nivel de ploidia mayor. Por ejemplo, Gustafson y Bennett (1982)
reportaron que algunos cromosomas de centeno (Secale cereale) perdieron hasta 100% de su
heterocromatina telomérica, que comprendia principalmente secuencias repetitivas. Entre
los mecanismos que generan cambios en el contenido de ADN en poliploides, se encuentran
la activacién de transposones, eliminacién de secuencias especificas de ADN y la
recombinaciéon de cromosomas homeélogos, que trae como consecuencia la pérdida de

algunas secuencias de ADN (Leitch y Bennett, 2004). La importancia de la reduccién del
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tamaio del genoma en poliploides puede corresponder a eventos de selecciéon natural, para
reducir los costos bioquimicos asociados con un mayor contenido de ADN (Hanson et al.,
2001). Leitch y Bennett (2004) concluyeron que la disminucién en el tamaifio del genoma de
organismos poliploides puede ser un fenémeno biolégico comin. Este trabajo no apoya
completamente esta idea, ya que se esperaba que el contenido de ADN en el tamaio del
genoma basico (1Cx) de B. pilosa con 0.995 pg, especie hexaploide, fuera menor al de
B. odorata con 0.887 pg o B. bigelovii con 0.838 pg, especies diploides, debido al incremento
del nivel de ploidia, aunque podria tratarse de un evento de poliploidia reciente. La
diferencia result6 estadisticamente significativa entre la especie hexaploide con respecto a
las diploides a nivel de genoma basico (1Cx). Lo observado por Bennett y Leitch (2004) si
concuerda con los datos obtenidos en el contenido de ADN del genoma basico (1Cx) de
A. pazcuarensis, con 1.387 pg, especie triploide, en relacion con A. petiolaris con 1.570 pg,

especie diploide, aunque la diferencia es minima.

La tnica especie con reportes previos para el contenido de ADN, como en este
estudio es Bidens pilosa, con un contenido de 2C ADN de 3.45 pg (Plant DNA C-Values
Database), mientras que el reportado en este trabajo fue de 2C ADN= 5.696 pg. Sin
embargo, no se tiene registro del nimero cromosémico de la poblacién de B. pilosa del
trabajo que reporta un contenido 2C de ADN de 3.45 pg, por lo que podria corresponder a
un citotipo con otro nivel de ploidia. No existen registros previos del contenido de ADN
para otras especies reportadas en este trabajo. Dentro del presente estudio, se trabajaron
géneros como Ageratina, con 290 especies y Stevia, con 230 especies (Watanabe et al., 2001),
sin registros previos para el contenido de ADN. Lo anterior es debido a que en especies de

Asteraceae de la flora mexicana no se han realizado estudios sobre su contenido de ADN.

En un estudio en el que se reporta el contenido de ADN nuclear de siete especies de
Carthamus (Anjani y Pallavi, 2010), no se encuentra una relacién aparente entre el
contenido de ADN vy el nivel de ploidia (paradoja del valor C, Thomas, 1971), a pesar de que
las especies estan cercanamente relacionadas. Carthamus lanatus subsp. lanatus con 2n= 44
aparece con un contenido 2C ADN= 7.708 pg, mientras que C. lanatus subsp. turkestanicus
con 2n= 64 tiene un contenido 2C ADN= 5.799 pg. C. oxyacantha y C. palaestinus, ambos
con 2n= 24 tienen un contenido de 7.077 pg y 1.708 pg respectivamente. La paradoja del
valor C también se puede notar cuando se analiza el valor C de las 14 especies de este
estudio; se puede ver una variacién en el tamafio del genoma basico sin aparente relaciéon
con la complejidad de la especie, ni con su clasificacién taxonémica. Sin embargo, a nivel de
género, si se puede apreciar una relacion entre el nivel de ploidia, el contenido de ADN y la

complejidad de la especie (Cuadro 18). Eupatorieae y Heliantheae aparecen como las tribus
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con mayor representacién en este trabajo, ademas de que son las que presentan mayor
diversidad y abundancia en la REPSA. Las variaciones en el contenido de ADN estan
asociadas a un incremento o decremento en la proporcién de secuencias repetitivas de ADN
no codificables (Petrov, 2001; Kidwell, 2002) y son atribuidas principalmente a
transposones. Esta variacién esta directamente ligada a eventos evolutivos, tales como
presiones de seleccién y deriva génica, que pueden variar entre especies. Lo cual podria
explicar el por qué algunas especies cercanas taxonémicamente, por ejemplo, pertenecientes

a una misma tribu, presenten diferencias muy grandes en el contenido de ADN.
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CONCLUSIONES

Los resultados de los nimeros cromosémicos en las 14 especies de Asteraceae de este
estudio oscilan entre 2n= 18 para Melampodium longifolium y 2n= 72 en Bidens pilosa y
coinciden con reportes previos en la literatura. En algunas de las especies del presente
trabajo se reporté6 mas de un nimero cromosémico basico en la literatura, por ejemplo en
Pigueria trinervia (x= 11 y 12), Florestina pedata (x= 10 y 11), Melampodium longifolium
(x=9 y 10) y Melampodium perfoliatum (x= 11 y 12), aunque los niimeros cromosémicos
encontrados en los inidviduos de la REPSA son los que aparecen con mayor frecuencia en la
literatura. En Stevia viscida y Stevia tomentosa han sido reportadas poblaciones diploides,
triploides y tetraploides. 2n= 33 aparece como el citotipo mas frecuente en la literatura y

coincide con el que se encuentra en la REPSA.

Se observo un elevado porcentaje de poliploides en las Asteraceas de la REPSA.
Ademas existen varios géneros con nimeros cromosémicos basicos elevados de origen
poliploide. Esto sugiere que la condiciéon poliploide en Asteraceae pudo haber facilitado la
colonizacion y el establecimiento de las Asteraceae como una de las familias mas abundantes

dentro de un ecosistema que atraviesa por severos problemas de fragmentacién y deterioro

como lo es la REPSA.

Los porcentajes de poliploides en las Asteraceae de la Reserva Ecolégica del Pedregal
de San Angel (REPSA) varian segun el criterio utilizado para definir una especie como
poliploide. De acuerdo con el criterio de Stebbins (1950), 35.7% son poliploides, con el
criterio de Grant (1963) 62% vy de acuerdo con Goldblatt (1980) 81% son poliploides. El
criterio de Stebbins (1950) puede no evaliar de manera total la poliploidia, ya que solo
considera a las especies y no toma en cuenta las categorias de género y tribu, que pueden
poseer nimeros cromosémicos derivados (x2) de origen poliploide. En cambio, los criterios
de Grant (1963) y Goldblatt (1980) toman en cuenta grupos de ploiploides antiguos y

recientes, que pueden estar representados tanto en géneros como en tribus.

El porcentaje de polen viable fue elevado en casi todas las especies analizadas, por lo
que pueden ser consideradas especies fértiles a pesar de que existen especies que pueden

tener un origen hibrido.

Existen pocos registros para especies de la REPSA con contenido de ADN y todos se
han obtenido con la técnica de microdensitometria de Feulgen. Este es el tercer trabajo que
reporta el contenido de ADN por Citometria de flujo para algunas especies de Asteraceae

presentes en la REPSA. Los informes anteriores corresponden a Dahlia coccinea con 2C
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ADN= 4.64 pg v Dahlia sorensenii con 2C ADN= 8.48 pg (Temsch et al., 2008) y a Tagetes
tenuifolia con 2C ADN= 2.97 pg v Tagetes erecta con 2C ADN= 2.38 pg (Serrato-Cruz et al.,
2000).

Se observaron diferencias significativas en el contenido 2C ADN entre las especies de
Asteraceae, lo cual era esperado dado que las especies de este estudio pertenecen a diferentes
géneros y tribus. Sin embargo, en especies del mismo género, nimero cromosémico y nivel
de ploidia se esperaban obtener diferencias no significativas; sin embargo, este no fue el caso

de Stevia tomentosa y Stevia viscida.

Los valores determinados para el tamano del genoma en picogramos (pg) oscilan
entre 2C ADN= 5.969 pg en Bidens pilosa, y 2C ADN= 1.676 pg en Bidens bigelovii. Es
importante mencionar que se observé cierta relacion entre el tamafio del genoma y el nivel
de ploidia. Por ejemplo, en Bidens odorata (2n= 2x= 24, 1.774 + 0.0282 pg) y Bidens pilosa
(2n= 6x= 72, 5.969 %0.0284 pg). El genoma de B. pilosa es 3.65 veces mayor al de
B. odorata, dos especies muy relacionadas taxonémicamente. Las diferencias en el contenido
de ADN nos pueden indicar que B. pilosa se puede tratar de una especie de poliploidia

reciente.

El conteo cromosémico, apoyado por la determinacién del contenido nuclear de
ADN, constituye un cardcter 1til en taxonomia, biogegografia y ecologia, pues ayuda a
lograr una mejor comprension de aspectos filogenéticos dentro de la familia Asteraceae.
Puede ademas servir de complemento a otras herramientas, como la caracterizacién

morfolégica y la biologia molecular.

La importancia de estos resultados relacionados con la REPSA radica en poder servir
de apoyo en la planeacién y la manera de conservacion de la flora de la reserva, asi como
comprender sus relaciones citogenética y taxonémica con otras floras de México, desde un
aspecto biogeografico. Todo ello aunado a que la REPSA representa uno de los tltimos

reductos de los ecosistemas del sur del valle de México.
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APENDICE. Tablas del contenido de ADN nuclear de cada uno de los individuos. Se
muestran las 3 repeticiones para cada uno de los 5 individuos de cada una de las 14
especies de Asteraceae de este trabajo y sus nimeros de colecta de campo.

Tabla 1. Contenido de ADN nuclear y tamafio del genoma de Ageratina pazcuarensis.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio
y de nacleos 2C de ADN del
repeticiéon ploidia (pg) genoma
1Cx
+
Agera Zea Agera Zea
A. pazcuarensis 1-1 3xX 52 68 5.00 5.00 26040 4.155
A. pazcuarensis 1-2 3x 49 65 5.00 5.10 15405 4.096
A. pazcuarensis 1-3 3x 48 64 5.00  5.00 16436 4.074
X 57981 4.103 £ 0.0197 1337
A. pazcuarensis 2-1 3xX 49 64 5.00  5.00 14641 4.159
A. pazcuarensis 2-2 3xX 51 68 4.90 4.41 14279 4.075
A. pazcuarensis 2-3 3xX 50 66 5.00  3.79 12448 4.116
X 41368 4.117 + 0.0198 1342
A. pazcuarensis 3-1 3x 50 64 2.00 2.34 18015 4.244
A. pazcuarensis 3-2 3x 50 64 3.00 3.13 10549 4.244
A. pazcuarensis 3-3 3X 50 64 3.00 3.10 10996 4.244
X 49560  4.244 + 0.0000 1383
A. pazcuarensis 4-1 2X 49 65 3.06 3.08 11002 4.096
A. pazcuarensis 4-2 2X 47 62 4.26 3.23 10001 4.118
A. pazcuarensis 4-3 2X 44 58 3.41 3.45 18836 4.121
X 39839  4.112 + 0.0064 1340
A. pazcuarensis 5-1 2X 52 67 2.88 3.73 15032 4.216
A. pazcuarensis 5-2 2X 50 64 4.00  3.13 15447 4.244
A. pazcuarensis 5-3 2X 48 62 3.13 3.23 14809 4.266
X 45288  4.222 £ 0.0093 1376
X 234036 4.161 + 0.0298 1356

p

X p= Media de la poblacion

Mpb= Millones de pares de bases de nucle6tidos del grupo de cromosomas monoploide (1Cx)
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Tabla 2. Contenido de ADN nuclear y tamano del genoma de Ageratina petiolaris.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio
y de nucleos 2Cde ADN del
repeticion ploidia (rg) genoma
1Cx
X *EE
- (Mpb)
Agera Zea Agera Zea
A. petiolaris 1-1 2X 46 75 3.26  4.00 17020 3.332
A. petiolaris 1-2 2X 50 83 4.00  4.22 11187 3.273
A. petiolaris 1-3 2X 51 85 3.92 4.71 11865 3.260
X 40072 3.288 + 0.0181 1607
A. petiolaris 2-1 2X 52 86 3.85 4.07 11232 3.285
A. petiolaris 2-2 2X 52 88 3.85 3.98 10880 3.210
A. petiolaris 2-3 2X 53 89 3.77 3.93 11100 3.235
X 33212 3.243 + 0.0180 1589
A. petiolaris 3-1 2X 49 86 4.08 5.00 11366 3.095
A. petiolaris 3-2 2X 49 88 4,09  4.98 12243 3.025
A. petiolaris 3-3 2X 51 90 4.90 4.98 12831 3.079
X 36440  3.066 + 0.0170 1499
A. petiolaris 4-1 2x 48 84 417  4.96 16621 3.104
A. petiolaris 4-2 2X 49 87 4.08  4.60 10211 3.060
A. petiolaris 4-3 2X 49 87 5.00  4.02 10038 3.060
X 36876 3.074 £+ 0.0120 1503
A. petiolaris 5-1 2X 51 91 3.92  4.95 10187 3.045
A. petiolaris 5-2 2x 49 88 4.99 3.98 14686 3.025
A. petiolaris 5-3 2X 50 90 4.00  4.40 10000 3.018
X 34873 3.029 £ 0.0066 1481
X 181467  3.140 + 0.0523 1536
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Tabla 3. Contenido de ADN nuclear y tamano del genoma de Bidens bigelovii var. angustiloba.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio

y de nicleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (rg) genoma
4 1Cx
Bidens Zea Bidens Zea

B. bigelovii 1-1 2x 47 152 4.26 4.28 17462 1.680
B. bigelovii 1-2 2x 49 161 4.08 3.73 17617 1.653
B. bigelovii 1-3 2x 49 161 4.99 3.73 14477 1.653

X 49556 1.662 + 0.0090 812
B. bigelovii 2-1 2x 48 159 4.99 4.09 13350 1.640
B. bigelovii 2-2 2X 53 170 3.77 4.41 10790 1.694
B. bigelovii 2-3 2x 51 168 3.92 3.87 10016 1.649

X 34156 1.661 £ 0.0167 812
B. bigelovii 3-1 2x 51 163 4.90 3.37 14098 1.699
B. bigelovii 3-2 2X 51 165 3.92 3.33 13963 1.679
B. bigelovii 3-3 2x 50 162 4.89 3.09 12836 1.677

X 40897  1.685+ 0.0057 824
B. bigelovii 4-1 2x 49 163 4.08 3.68 13650 1.633
B. bigelovii 4-2 2x 51 166 3.92 3.31 13793 1.669
B. bigelovii 4-3 2x 50 163 4.00 3.07 19890 1.666

X 47333  1.656 + 0.0094 810
B. bigelovii 5-1 2x 50 158 4.89 2.85 17124 1.719
B. bigelovii 5-2 2x 52 158 4.90 3.80 10166 1.753
B. bigelovii 5-3 2x 52 165 4.90 3/64 21179 1.679

X 48469 1.717 + 0.0175 840

X 220411  1.676 £0.0114 819
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Tabla 4. Contenido de ADN nuclear y tamano del genoma de Bidens odorata.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio

y de nucleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (pg) genoma
1Cx
Xt EE (Mpb)
Bidens Zea Bidens Zea
B. odorata 1-1 2X 53 160 3.85 3.75 15640 1.766
B. odorata 1-2 2X 51 161 4.90 4.01 17612 1.721
B. odorata 1-3 2X 51 161 4.80 4.04 16409 1.721
X 49661 1.736 + 0.0122 849
B. odorata 2-1 2X 52 167 4.90 4.95 14283 1.692
B. odorata 2-2 2X 50 162 5.00 4.83 16725 1.678
B. odorata 2-3 2X 52 167 3.92 4.89 14356 1.692
X 45364  1.687 + 0.0038 825
B. odorata 3-1 2X 60 175 4.17 2.86 13872 1.852
B. odorata 3-2 2X 50 150 4.90 4.03 11396 1.811
B. odorata 3-3 2X 54 159 3.70 3,14 17135 1.845
X 42403  1.836 + 0.0103 898
B. odorata 4-1 2X 50 149 4.90 3.367 14267 1.823
B. odorata 4-2 2x 48 148 3.13 2.98 13999 1.762
B. odorata 4-3 2x 48 147 4.98 4.05 15571 1.774
X 43837  1.786 + 0.0152 873
B. odorata 5-1 2X 51 149 4.90 3.38 13985 1.859
B. odorata 5-2 2x 51 152 4.90 2.98 15890 1.828
B. odorata 5-3 2X 49 148 4.89 4.05 14036 1.799
X 43911 1.828 + 0.0141 894
X 2256176  1.774 + 0.0282 868

p
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Tabla 5. Contenido de ADN nuclear y tamano del genoma de Bidens pilosa.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaifo
y de nicleos 2Cde ADN del
repeticion ploidia (pg) genoma
1Cx
Xt EE (Mpb)
Bidens Zea Bidens Zea

B. pilosa 1-1 6x 50 78 3.00 3.21 14461 5.827
B. pilosa 1-2 6x 50 79 3.00 3.90 10910 5.902
B. pilosa 1-3 6x 51 79 3.96 3.16 11491 5.868

X 32862 5.866 + 0.0177 956
B. pilosa 2-1 6x 51 77 2.94 2.60 11068 6.021
B. pilosa 2-2 6x 51 77 2.94 2.67 11721 6.021
B. pilosa 2-3 6x 51 76 3.06 2.70 11553 6.010

X 34342 6.017 + 0.0030 981
B. pilosa 3-1 6x 49 74 3.06 2.70 11532 6.019
B. pilosa 3-2 6x 52 79 2.80 2.56 12143 6.060
B. pilosa 3-3 6x 50 76 4.00 3.19 12204 5.980

X 35876 6.020 £ 0.0190 981
B. pilosa 4-1 6x 50 76 300 3.29 12300 5.980
B. pilosa 4-2 6x 51 76 294 2.63 12238 6.010
B. pilosa 4-3 6x 50 76 300 3.29 12475 5.980

X 37017 5.990 + 0.0082 976
B. pilosa 5-1 6x 50 76 4.00 3.29 19470 5.980
B. pilosa 5-2 6x 49 75 4.08 3.33 20349 5.939
B. pilosa 5-3 6x 51 78 2.94 3.21 11841 5.935

X 51660 5.952 £ 0.0117 970

X 191757  5.969 +0.0284 973

p
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Tabla 6. Contenido de ADN nuclear y tamano del genoma de Conyza bonariensis.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio
y de nicleos 2C de ADN del

repeticion ploidia (rg) genoma
1Cx

Xt EE

Conyza Zea Conyza Zea

C. bonariensis 1-1 6x 49 67 3.00 4.97 15,012 3.973
C. bonariensis 1-2 6x 52 66 3.85 3.79 10,097 4.280
C. bonariensis 1-3 6x 51 65 4.90 3.85 10,636 4.263
X 36,375 4.172 + 0.0813 680
C. bonariensis 2-1 6x 51 67 3.92 4.48 11,490 4.135
C. bonariensis 2-2 6X 50 65 4.00 4.62 11,073 4.179
C. bonariensis 2-3 6x 51 66 3.92 3.79 10,437 4.198
X 33,000 4.171 £ 0.0152 680
C. bonariensis 3-1 6x 50 62 4.00 3.23 11,017 4.381
C. bonariensis 3-2 6x 50 63 3.00 3.17 10,770 4.312
C. bonariensis 3-3 6x 50 63 4.00 3.17 18,547 4.312
X 40,334  4.335+ 0.0188 706
C. bonariensis 4-1 6x 51 68 3.92 3.68 11,822 4.075
C. bonariensis 4-2 6x 50 68 4.00 3.68 11,001 3.995
C. bonariensis 4-3 6x 51 70 3.92 4.29 11,555 3.995
X 33,778  4.009 + 0.0282 653
C. bonariensis 5-1 6x 53 70 3.77 3.57 11,670 4.113
C. bonariensis 5-2 6x 50 65 4.00 3.85 11,893 4.179
C. bonariensis 5-3 6x 50 66 4.00 4.55 12,553 4.116
X 35,115 4.136 £ 0.0176 674
X 179,600  4.165 + 0.0520 679

p
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Tabla 7. Contenido de ADN nuclear y tamaiio del genoma de Florestina pedata.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV  Node Contenido Tamaifno
y de nucleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (pg) genoma
1Cx
Xt EE  (vipb)
Flore Solan Flore Solan

F. pedata 1-1 2X 51 96 3.92 3.65 12432 3.689
F. pedata 1-2 2X 50 93 4.00 3.76 13703 3.646
F. pedata 1-3 2x 49 93 4.08 4.30 20405 3.720

X 55540  3.685 + 0.0175 1802
F. pedata 2-1 2x 50 93 5.00 3.76 11764 3.646
F. pedata 2-2 2X 49 91 4.08 4.40 12127 3.606
F. pedata 2-3 2X 49 92 4.08 3.80 11308 3.680

X 35199  3.644 + 0.0175 1782
F. pedata 3-1 2X 52 97 3.85 3.61 11096 3.656
F. pedata 3-2 2X 50 94 4.00 3.72 11433 3.685
F. pedata 3-3 2X 51 95 3.92 3.16 10739 3.651

X 33268  3.664 + 0.0086 1792
F. pedata 4-1 2x 50 95 4.00 4.21 13537 3.724
F. pedata 4-2 2X 51 96 3.92 4.17 13326 3.689
F. pedata 4-3 2x 51 97 4.90 4.12 13829 3.728

X 40692  3.714 + 0.0102 1816
F. pedata 5-1 2X 50 94 4.00 3.72 10161 3.685
F. pedata 5-2 2X 51 96 3.92 4.69 11440 3.689
F. pedata 5-3 2x 51 95 3.92 4.21 10882 3.651

X 32583  3.675 + 0.0098 1797

X 197282  3.676 + 0.0116 1798

p
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Tabla 8. Contenido de ADN nuclear y tamafio del genoma de Jaegeria hirta.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV  Node Contenido Tamaiio

y de nicleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (rg) genoma
1Cx

X + EE (Mpb)

Jaege Solan Jaege Solan

J. hirta 1-1 4X 49 98 4.08 3.57 14138 3.920
J. hirta 1-2 4X 50 101 4.08 2.97 14610 3.959
J. hirta 1-3 4X 51 103 2.94 2.01 14075 3.958
X 42823  3.948 £ 0.0088 965
J. hirta 2-1 4x 50 98 5.00 2.55 14375 3.842
J. hirta 2-2 4x 49 97 4.08 2.58 14805 3.880
J. hirta 2-3 4X 49 98 4.00 2.55 12607 3.920
X 41787  3.881 + 0.0184 949
J. hirta 3-1 4X 50 99 3.00 3.03 10422 3.881
J. hirta 3-2 4X 50 99 4.00 3.03 10064 3.881
J. hirta 3-3 4x 48 95 5.00 3.68 11008 3.879
X 31494  3.880 + 0.0054 949
J. hirta 4-1 4X 49 96 4.08 3.13 15437 3.840
J. hirta 4-2 4X 45 89 5.00 3.93 18147 3.876
J. hirta 4-3 4X 49 97 5.00 3.61 17789 3.880
X 51363 3.865 + 0.0104 945
J. hirta 5-1 4X 48 95 5.00 3.98 14442 3.879
J. hirta 5-2 4X 50 98 4.00 3.61 11031 3.842
J. hirta 5-3 4X 49 95 3.06 3.68 10516 3.800
X 35984  3.840 £ 0.0186 934
X 203451 3.843 £ 0.0248 948

p
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Tabla 9. Contenido de ADN nuclear y tamafio del genoma de Melampodium longifolium.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio
y de nicleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (pg) genoma
1Cx
XtEE  vpb)
Melam Zea Melam Zea

M. longifolium 1-1 2x 50 156 4.90 4.17 12,872 1.741
M. longifolium 1-2 2X 51 162 4.86 4.32 15,422 1.710
M. longifolium 1-3 2x 45 155 499  4.96 14,359 1.577

X 42,653 1.676 + 0.0411 819
M. longifolium 2-1 2X 44 150 4.95 3.67 10,072 1.594
M. longifolium 2-2 2X 47 159 4.95 3.77 17,241 1.606
M. longifolium 2-3 2X 47 156 4.98 4.17 16,688 1.637

X 44,001  1.612 + 0.0104 788
M. longifolium 3-1 2X 48 142 5.00 3.17 18,145 1.836
M. longifolium 3-2 2X 46 140 5.00 3.21 11,432 1.785
M. longifolium 3-3 2X 55 164 4.90 3.96 12,588 1.822

X 32,165 1.814 £ 0.0124 887
M. longifolium 4-1 2X 49 157 5.00 3.82 10,097 1.695
M. longifolium 4-2 2x 44 142 5.00 4.63 14,198 1.683
M. longifolium 4-3 2X 51 161 4.90 4.66 13,211 1.721

X 37,506 1.699 + 0.091 831
M. longifolium 5-1 2X 55 163 4.95 4.58 11,638 1..833
M. longifolium 5-2 2x 56 163 4.86 3.59 10,891 1.866
M. longifolium 5-3 2x 53 160 4.88 3.33 11,540 1.799

X 34,069 1.832 £ 0.0163 895

X 190,394  1.727 + 0.0437 844

p
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Tabla 10. Contenido de ADN nuclear y tamafio del genoma de Melampodium perfoliatum.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio
y de nicleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (rg) genoma
1Cx
X £ EE
Melam Zea Melam Zea
M. perfoliatum 1-1 2X 50 69 4.80 4.07 14,120 3.937
M. perfoliatum 1-2 2X 48 68 4.90 3.68 14,010 3.835
M. perfoliatum 1-3 2X 48 68 4.21 3.68 13,350 3.835
X 41,480 3.869 + 0.0278 1892
M. perfoliatum 2-1 2X 50 76 5.00 4.96 10,083 3.574
M. perfoliatum 2-2 2X 48 74 4.95 4.05 16,726 3.524
M. perfoliatum 2-3 2X 50 74 4.90 4.73 17,427 3.671
X 44,236  3.589 £0.0352 1755
M. perfoliatum 3-1 2X 50 66 4.00 4.55 10,543 4.116
M. perfoliatum 3-2 2X 48 65 4.90 3.85 15,419 4.012
M. perfoliatum 3-3 2X 48 65 4.95 3.85 12,903 4.012
X 38,865 4.046 + 0.0283 1978
M. perfoliatum 4-1 2x 47 65 5.05 4.00 12,232 3.928
M. perfoliatum 4-2 2X 50 78 5.00 3.85 13,735 3.483
M. perfoliatum 4-3 2X 50 78 5.00 3.68 11,340 3.484
X 37,307 3.631 £ 0.1211 1775
M. perfoliatum 5-1 2x 47 66 4.97 5.00 10,080 3.869
M. perfoliatum 5-2 2X 47 66 5.04 5.00 12,143 3.869
M. perfoliatum 5-3 2X 48 72 498  4.96 10,072 3.622
X 32,205 3.787+ 0.0672 1852
X 194,183  3.784 + 0.0819 1850

p
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Tabla 11. Contenido de ADN nuclear y tamafio del genoma de Piqueria trinervia.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio

y de nicleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (rg) genoma
1Cx

X+ EE

Piquer Zea Piquer Zea

P. trinervia 1-1 2X 50 77 4.00 3.42 10952 3.721
P. trinervia 1-2 2X 51 74 4.00 3.38 12519 3.744
P. trinervia 1-3 2X 51 73 3.92 4.79 13283 3.796
X 36754 3.754 + 0.0181 1836
P. trinervia 2-1 2X 52 74 2.88 3.38 20597 3.818
P. trinervia 2-2 2X 51 73 2.94 3.42 18805 3.796
P. trinervia 2-3 2X 51 73 2.94 2.74 10861 3.796
X 50263 3.803 + 0.0059 1860
P. trinervia 3-1 2X 51 72 2.94 2.78 11042 3.848
P. trinervia 3-2 2X 51 73 2.94 2.74 10391 3.796
P. trinervia 3-3 2X 50 72 4.00 2.78 11473 3.773
X 32906 3.806 + 0.018 1861
P. trinervia 4-1 2X 50 70 3.00 2.14 13750 3.881
P. trinervia 4-2 2X 51 71 2.94 2.11 14088 3.902
P. trinervia 4-3 2X 51 71 2.98 2.11 14680 3.902
X 42518 3.895 + 0.0057 1904
P. trinervia 5-1 2X 49 69 3.06 2.17 10020 3.858
P. trinervia 5-2 2x 50 70 2.00 2.14 10384 3.881
P. trinervia 5-3 2X 50 69 1.96 2.17 10510 3.937
X 30914 3.892 £ 0.01901 1903

Yp 193,355 3.830 £0.0275 1873
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Tabla 12. Contenido de ADN nuclear y tamano del genoma de Simsia amplexicaulis.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio
y de nucleos 2C de ADN del

repeticion ploidia (pg) genoma
1Cx

X + EE (Mpb)

Sims Zea Sims Zea

S. amplexicaulis 1-2 2x 48 94 4.17  4.26 10018 4.642
S. amplexicaulis 1-2 2x 50 96 4.90 3.65 18099 4.734
S. amplexicaulis 1-3 2x 49 96 4.08 3.65 18512 4.639
X 46629  4.672 + 0.0254 2284
S. amplexicaulis 2-1 2x 51 98 2.94 2.04 11319 4.730
S. amplexicaulis 2-2 2x 51 96 1.94 2.08 11224 4.821
S. amplexicaulis 2-3 2x 51 98 3.92 3.06 12667 4.730
X 35210  4.763 + 0.0269 2329
S. amplexicaulis 3-1 2x 49 96 2.04 2.08 10763 4.639
S. amplexicaulis 3-2 2X 49 96 4.08 3.13 11545 4.639
S. amplexicaulis 3-3 2x 51 98 4.00 3.06 12453 4.638
X 34761  4.638 + 0.0003 2268
S. amplexicaulis 4-1 2x 52 101 2.48 248 10345 4.680
S. amplexicaulis 4-2 2x 53 103 2.43  2.43 12281 4.677
S. amplexicaulis 4-3 2x 51 100 2.94 2.50 12228 4.636
X 34854 4.664 +£0.0116 2281
S. amplexicaulis 5-1 2x 48 94 3.13 3.72 11799 4.642
S. amplexicaulis 5-2 2x 47 92 4.26  3.80 11568 4.644
S. amplexicaulis 5-3 2x 49 96 3.06  3.13 10527 4.639
X 33894  4.642 £ 0.0019 2270
X 4.676 +0.0227 2286

p
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Tabla 13. Contenido de ADN nuclear y tamafo del genoma de Stevia tomentosa.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaiio
y de nicleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (rg) genoma
1Cx
Xt EE
Stevia Zea Stevia Zea
S. tomentosa 1-1 3xX 49 105 4.08 3.33 16,311 2.535
S. tomentosa 1-2 3xX 49 102 5.10 3.48 14,534 2.609
S. tomentosa 1-3 3xX 49 104 5.10 3.85 18,493 2.559
X 49,348 2.568 £ 0.0178 837
S. tomentosa 2-1 3X 50 104 4.00 2.40 14,339 2.612
S. tomentosa 2-2 3X 48 101 4.17 2.48 16,088 2.582
S. tomentosa 2-3 3X 52 107 4.81 3.27 13,483 2.640
X 43,910 2.611 £0.0137 851
S. tomentosa 3-1 3X 51 102 4.90 3.43 11,547 2.716
S. tomentosa 3-2 3X 52 104 3.85 2.88 12,449 2.716
S. tomentosa 3-3 3x 49 100 5.10 3.50 13,821 2.662
X 37,817  2.698 + 0.0147 880
S. tomentosa 4-1 3x 52 109 3.85 2.75 19,409 2.501
S. tomentosa 4-2 3xX 51 109 3.92 2.75 14,928 2.542
S. tomentosa 4-3 3x 48 103 4.17 3.40 18,228 2.531
X 52,565  2.554 + 0.0150 833
S. tomentosa 5-1 3x 54 112 4.63 3.57 19,332 2.619
S. tomentosa 5-2 3X 50 102 4.00 2.94 10,047 2.663
S. tomentosa 5-3 3x 51 104 4.90 3.85 10,687 2.664
X 40,066  2.649 + 0.0121 863
X 223,706 2.616 + 0.0264 853

p
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Tabla 14. Contenido de ADN nuclear y tamafio del genoma de Stevia viscida.

Especie Individuo Nivel Media Media CV CV Node Contenido Tamaio
y de nicleos 2C de ADN del
repeticion ploidia (rg) genoma
1Cx
X+ EE (Mpb)
Stevia Zea Stevia Zea

S. viscida 1-1 3x 54 101 3.70 3.96 10,035 2.905
S. viscida 1-2 3xX 53 100 2.83 3.50 10,047 2.879
S. viscida 1-3 3xX 52 98 2.88 3.57 10,045 2.883

X 30,927 2.889 + 0.0066 942
S. viscida 2-1 3xX 49 95 4.08 4.21 10,016 2.802
S. viscida 2-2 3xX 50 98 4.00 4.59 10,232 2.772
S. viscida 2-3 3xX 50 100 4.00  5.00 11.006 2.716

X 32,154  2.763 £ 0.0206 901
S. viscida 3-1 3xX 51 89 3.92 2.81 14,165 3.113
S. viscida 3-2 3xX 50 90 4.00 2.73 13,711 3.018
S. viscida 3-3 3xX 49 88 3.06 2.84 14,060 3.025

X 41,935  3.051 % 0.0241 994
S. viscida 4-1 3xX 50 92 4.00  3.26 13,511 2.953
S. viscida 4-2 3X 49 89 5.00 3.37 10,654 2.901
S. viscida 4-3 3X 50 91 4.00 2.75 13,531 2.985

X 37,606  2.976 + 0.0096 970
S. viscida 5-1 3X 49 95 5.00 3.16 12,208 2.802
S. viscida 5-2 3x 51 99 4.90 4.04 11,202 2.799
S. viscida 5-3 3x 51 98 4.90 4.08 11,160 2.827

X 34,570 2.809 £ 0.0072 916

X 177,282  2.898 +0.0528 945
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