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RESUMEN

El género Caesalpinia presenta una gran variacion morfologica en cuanto a
estructuras vegetativas y reproductivas, propiciando que su taxonomia sea confusa.

Los estudios citogenéticos han sido empleados en algunos grupos vegetales
como una herramienta que ayuda a resolver problemas taxonémicos.

Se realizo el analisis cariologico de 3 especies de Caesalpinia: C. hintonii, C.
epifanioi y C. nelsonii con el objetivo de ayudar a resolver la taxonomia del género.

Las observaciones se realizaron en células meristematicas de raices utilizando
la técnica de Feulgen. Para las observaciones meidticas se utilizaron botones florales
obtenidos de plantas en invernadero, la tincion se realizé con acetocarmin al 2%.

Los numeros diploides encontrados en C. Aintonii y C. epifanioi fueron de 2n =
24, mientras que el nimero haploide para C.nelsonii fue n=12.

Las formulas cariotipicas para los fenotipos Infiernillo y Zicuitaro de C.
hintonii fueron idénticas: 8m-+4sm, mientras que para el fenotipo Valerio Trujano su
formula resulto ser: 12 m.

Para C. epifanioi el fenotipo con glandulas presenta una formula igual a
2m+8sm+2st, mientras que la formula para el fenotipo sin glandulas es: 4m+8sm.

Se propone que el numero basico para el género Caesalpinia en México es x =
12 y se observa que las caracteristicas morfologicas se corresponden a las carioldgicas y s¢
propone que la tendencia es hacia un incremento en la longitud de la cromatina y hacia
cariotipos asimétricos, esto Gltimo se observa tanto para C. hintonii como para C. epifanioi.

Es recomendable para entender mejor las tendencias evolutivas y la taxonomia

en este grupo de plantas aumentar el nimero de estudios al respecto.




INTRODUCCION

En el mundo existen mas de 170 paises pero solo 12 de ellos son considerados
como megadiversos, México es uno de estos paises que en conjunto albergan entre el 60 y
el 70% de la biodiversidad total del planeta. Una de las familias de plantas superiores mas
ampliamente diversificadas en el mundo es la de las Fabaceae o Leguminosae, ocupando el
tercer lugar después de las Asteraceae y Orchidaceae, ésta familia cuenta con 650 géneros y
18,000 especies (Polhill, 1994), en México se encuentra representada por 26 tribus, 135
géneros y de 1,724 a 1,800 especies; de las cuales, 896 son endémicas a México (Sousa y
Delgado, 1993).

La familia Leguminosae se divide en tres subfamilias: Caesalpinioideae,
Mimosoideae y Papilionoideae, para ésta ultima el Codigo Internacional de Nomenclatura
Botanica permite una nomenclatura alternativa, reemplazandola por la de Faboideae
(Polhill, 1994).

La subfamilia Mimosoideae esta formada por plantas arboreas y herbaceas, casi
todas de zonas intertropicales, comprende 40 géneros y aproximadamente 2,500 especies
(Judd et al,, 1999), sus géneros mas representativos son Acacia con aproximadamente 500
especies en su mayoria de Australia y Polinesia y Mimosa formado por alrededor de 350
especies en gran parte americanas (Gola et al.,, 1965). La subfamilia Papilionoideae se
compone de plantas herbaceas, arbustivas o arboreas con 419 géneros y 12,615 especies
aproximadamente (Judd et al., 1999), dispersas en todo el mundo (Gola et al., 1965).

La subfamilia Caesalpinioideae cuenta con 150 géneros y aproximadamente
2,700 especies (Judd et al, 1999) agrupadas en las Tribus Caesalpinieae, Cassieae,
Cercideae y una amalgama entre Detarieae y Amherstieae (Polhill, 1994), las cuales se
distribuyen en 3 principales zonas geograficas: Sudamérica, region tropical de Africa y

sureste de Asia (Contreras, 1991).




La tribu Caesalpinieae circunscrita por Polhill y Vidal (1981), contiene
alrededor de 47 géneros y 410 especies, concentradas en 8 grupos informales: Caesalpinia,
Gleditsia, Acrocarpus, Peltophorum, Poeppigia, Pterogyne, Dimorphandra y Sclerolobium
(Lewis y Schire, 1995).

El grupo Caesalpinia se caracteriza por tener flores con sépalo abaxial
fuertemente modificado y presentar estructuras de defensa como son aguijones, glandulas y
tricomas glandulares en el tallo, hojas y frutos, los miembros del grupo son arboles o
arbustos predominantemente de selvas secas y desiertos de los tropicos y subtropicos del
Viejo y del Nuevo Mundo (Contreras, 1991).

Polhill y Vidal (1981) mencionan que el grupo Caesalpinia contiene 16 géneros
y 176 especies, de los cuales Stahlia, Stuhlimannia, Lemuropisum, Wagatea (= Moullava),
Balsamocarpon, Zuccagnia, Stenodrepanum y Lophocarpinia son monotipicos. De los 8
restantes: Cordeauxia contiene 2 especies, Conzattia y Haematoxylum 3 cada uno;
Cenostigma 6; Pterolobium 11; Parkinsonia (incluyendo Cercidium) 15, Hoffmannseggia
28 y Caesalpinia el mas numeroso con alrededor de 150 especies (Lewis y Schire, 1995).

El género Caesalpinia se caracteriza por presentar flores hermafroditas
(perfectas), raramente unisexuales (imperfectas), zigomorfas; con caliz dialisépalo, con S
sépalos imbricados o casi valvares, el sépalo inferior mdas o menos concavo y
frecuentemente cubriendo a los restantes, caducos,; hipanto corto, raramente campanulado,
pedicelos frecuentemente articulados; corola de 5 pétalos, amarillos o rojos, el superior
siempre con larga ufia tubular; con 10 estambres, fértiles, libres; filamentos pilosos, anteras
dorsifijas, con dehiscencia longitudinal, ovario sub-sésil o estipitado; estilo igual o
excediendo el androceo en longitud; estigma apical, céncavo, legumbre variada,
generalmente comprimida, glabra, pubescente, glandulosa o espinosa, dehiscente o no,

coridcea a lefiosa; semillas variadas usualmente exalbuminadas. Generalmente con hojas
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bipinnadas, con o sin impar terminal, raramente pinnadas, raquis inerme o no; pinnas
opuestas o alternas, foliolos cominmente numerosos, enteros, glabros, pubescentes o
glandulosos, cuando lo hay el indumento es de pelos simples, glandulares pedicelados o
inmersos, o dendromorfos, inflorescencias generalmente en racimos o paniculas, terminales
o axilares, bracteas frecuentemente caducas. (Especie tipo: Caesalpinia brasiliensis L.),
(Ulibarri, 1996).

IMPORTANCIA

La familia Leguminosae es una de las que tiene una fuerte intervencion en la
vida del hombre como un recurso genético disponible y utilizado para el bienestar y
satisfaccidon de sus necesidades, como alimento directo, forraje o en el proceso de fijacion
del nitrogeno (Mroginski y Kartha, 1984), entre otros usos.

Debido a la combinacion de caracteres morfologicos que presenta, la tribu
Caesalpinieae puede ser considerada como ancestral o muy reciente, como lo dan a notar
las observaciones hechas por Polhill y Vidal (1981) los cuales la describen como la base de
toda la subfamilia Caesalpinioideae mientras que Lewis (1998) con base en sus
observaciones menciona que algunos de los grupos de leguminosas superiores son
transiciones de Caesalpinieae y a ésta la considera como un complejo de especiacion
reciente, esto Ultimo lo confirman las observaciones hechas por Sousa y Delgado (1993)
en las que varias especies de regiones aridas del Pacifico muestran un estado activo de
especiacién y seflalan que algunas de estas caesalpinias pueden ser consideradas ancestros
en Norte América.

De las aproximadamente 150 especies del género Caesalpinia, 45 se encuentran en México,
31 de la cuales son endémicas, Caesalpinia hintonii, C. caladenia, C. exostemma y C.
mexicana del grupo Poincianella son especies que se encuentran bien representadas en

Meéxico y en Sudamérica (Sousa y Delgado, 1993).
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ANTECEDENTES

El género Caesalpinia fue formalmente definido por Linneo en 1753 en honor
al botanico, filosofo y médico italiano Andrea Caesalpinio (1524(5)-1603). Britton y Rose
(1930) reconocen siete grupos fenéticos para el género Caesalpinia: Guilandina, Poinciana,
Brasilettia, Russellodendron, Libidibia, Caesalpinia y Poincianella .

Por otra parte Lewis (1998) reconoce a Guilandina y a Mezoneuron como
subgéneros y solo seis grupos fenéticos: Libidibia, Brasilettia, Erythrostemon, Caesalpinia,
Russellodendron y Poincianella.

Este ultimo es uno de los mas grandes y diversos en América, incluye a
especies inermes con hojas terminadas en una pinna, tamafio de los estambres no mas de
dos veces el largo de la corola, con legumbre falcada, eldsticamente dehiscente, con o sin
glandulas en la superficie de las valvas (aun en diferentes individuos de la misma especie) y
semillas planas, entre otros caracteres (Contreras, 1991).

Tiene dos centros de diversidad, uno en las zonas tropicales secas de América
del sur y otro en México, en condiciones ecoldgicas similares; en México se encuentran las
siguientes especies: C. hintonii, C. epifanioi, C. nelsonii, C. caladenia, C. eriostachys, C.
laxa, C. macvaughii, C. mexicana y C. exostemma (Contreras, 1991). Esta ultima tiene una
distribuciéon mas amplia llegando hasta Centroamérica (Lewis y Schire, 1995; Lewis,

1998).




ESTUDIOS CROMOSOMICOS REALIZADOS EN EL GENERO Caesalpinia.

Algunos de los trabajos que han acumulado mayor informacion citologica han
sido los hechos por: Atchison (1949, 1951); Turner y Fearing (1959) y los de Mangenot
(1958, 1962) citados por Goldblatt en 1981.

Ademas en el mismo afio postula un nimero cromosomico base dex =14 en la
tribu Caesalpinieae, pero observa que el género Caesalpinia muestra diferencias relativas
teniendo niimeros de 77 = 12 (numero comun y tal vez basal en Detarieae- Macrolobieae).

En los conteos cromosomicos revisados por Goldblatt (1981) en 24 especies de
Caesalpinia observé en casi todos 2n = 24, desecho conteos de 2n = 22y n =11
unicamente en dos de las veinticuatro especies (C. pulcherrima y C. japonica) como errores
de conteo, aunque no duda de numeros haploides de n# = 11 para C. cucullarum y C.
kavaiense en el subgénero Mezoneuron.

En la tabla 1 se aprecia que, de las aproximadamente 150 especies con que
cuenta el género Unicamente 31 tienen nimero cromosomico reportado, es decir solo el

20.6 %.
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Tabla 1. Niimeros cromosomicos citados en la literatura para el género Caesalpinia.

[Especie ln. Rn. lReferencia.
C. bahamansis Lam, 4 f.Atchinson; 1951.
C. bonduc Roxb. R4 Atchinson; 1951.
IC. bonduc Roxb. 12 8. Guerra (citado en Lewis, 1998).
C. bonducella Flem. R4 f. Pantula, 1942,
C. bonducella Flem, 12 R4 a Bir and Kumari, 1975.
C. bonducella Flem. 12 ’ a.Bir and Kumari, 1977.
C. bracteosa. 8 g. Guerra (citado en Lewis, 1998).
C. cacalaco HB.K 12 g. Lewis; 1998.
C. cacalacoH.B.K 12 . Guerra {citado en Lewis, 1998).
C. cacalaco HBK 12 k. Sarkar et al, 1982.
C. coriaria (Jacq.) Willd. R4 _ Atchinson, 1951; Ghose, A. K. 1952
C. coriaria (Jacq.) Willd. 12 24 b. Bir and Kumari; 1979.
C.cristaL. 4 e. Yehet al; 1986.
C. crista Thunb. R4 f. Atchinson; 1951,
C. decapetala. (Roth) Alston. 12 g. Guerra (citado en Lewis, 1998),
C. decapetala (Roth) Alston. 11 a.Malla et al; 1977.
C. decapetala (Roth) Alston. 24 k. Peng et al; 1986.
C. decapetala (Roth) Alston. 2 . Huang et al; 1986.
C decapetala (Roth) Alston. 12 d.Gill et al,, 1984a
C. exostemma, 12 . Lewis; 1998.
C. exostemma, 12 . Guerra (citado en Lewis, 1998).
C. ferrea Mart. R4 “8 5. Guerra (citado en Lewis, 1998).




- N e e ettt ————————— e
Especie, n eferencia
C. ferrea Mant. 04 f. Atchinson; 1951. Tumer, Irwin; 1961.
C. floribunda Tul, 04 f. Covas, Schnack; 1946.
C. gillesi 2 . Guerra (citado en Lewis, 1998). ‘
C. gillesi Wall ex Hook. R4 f. Covas, Schnack; 1946. Tumer; 1956.
C. globulorum Bak. F. And Koyen. : 4 . Yehet al; 1986,
IC. hughessi 12 ig. Lewis; 1998,
(C. japonica Sieb and Zucc. R 02 f. Sakai, B; 1951
IC. melanadenia 2 o Lewis; 1998.
C. mexicana A. Gray. 24 Atchinson; 1951.
\C. mimosoides Lam, 24 f. Gajapathy; 1962.
IC. nelsoni. 12 g. Lewis; 1998.
IC. nuga (L) Ait. 4 f Atchinson; 1951.
". pauciffora (Griseb) C. Wright. R4 f. Atchinson, 1951.
iC. paucijuga Benth. D4 . Atchinson; 1951.
C. pulcherrima Swartz. 12 . Guerra (citado en Lewis, 1998).
C. pulcherrima Swartz. R4 f. Senn; 1938. Jacob; 1940. Atchinson; 1951. Berge :
C. pulcherrima Swartz. 12 ic. Sarkar et al., 1982. '
", pulcherrima (L.} Sw. 12 4 b. Bir and Kumari; 1979.
. pulcherrima (L.) Sw. 12 R4 d.Gill and Husaini 1985.
C. robicunda (Vog.) Benth. 24 f. Covas, 1949.
iC. sappan L. 12 24 io. Guerra (citado en Lewis, 1998).
C. sappan L. 24 f. Ghose, A. K; 1952, Berger, C. Aetal; 1958
C. sappan L. 12 R4 . Bir and Kumari; 1979.
IC. sepiaria Roxb. 12 24 a.Bir and Kumari; 1977.




Tabla 1. Continuacion

Especie o ' '(l 2n eferencia
(C. sepiaria Roxb. 12 d. Gill et al.,1984.
. spinosa (Molina) Kuntze, R4 f. Tumer, Irwin; 1961.
IC. tinctoria Benth. » P4 f Diers; 1961.
IC. velutina. 12 g. Guerra (citado en Lewis, 1998).
0 (C. vesicaria L. P4 f. Atchinson; 1951.
. yucatanensis 12 @ Guerra (citado en Lewis, 1998).

Los datos aportados en ésta tabla fueron obtenidos en: (a) Goldblatt,1981; (b) Goldblatt, 1984; (c) Goldblatt, 1985; (d)

Goldblatt, 1988; (e) Goldblatt y Jhonson, 1990; (f) Federov, 1974y (g) Lewis, 1998.




ESTUDIOS CITOGENETICOS

Los estudios citogenéticos en plantas superiores, comprenden la obtencion del
numero cromosomico, el analisis de poliploides, asi como el conocimiento de la forma y
estructura de los cromosomas, lo cual nos permite comprender la direccion de los procesos
de evolucion del cariotipo, ademas de poder ver las relaciones entre variedades o especies
cercanas (Palomino, 1985).

Del mismo modo la citogenética estudia la regularidad de la distribucion de los
genes de generacion en generacion (meiosis) y de célula a célula (mitosis), asi como su
origen y la relacidn con la transmision y la recombinacién génica (Puertas, 1999).
MEIOSIS

En eucariontes, la reproduccion sexual esta asociada a un proceso especial de
division del nicleo (meiosis), por el cual las células que contienen dos juegos completos de
cromosomas (diploide, 2#) producen gametos con unicamente un juego de cromosomas (1),
es decir, un haploide (Garcia, 1988).

Para observar cromosomas meidticos se utiliza una técnica que consiste en el
maceramiento de anteras, tincién con acetorceina y observacion en fresco al microscopio de
luz (Garcia, 1988). El analisis de los cromosomas meidticos, asi como el comportamiento
de los mismos permite conocer el nimero haploide de una especie en particular,
colaborando al establecimiento del nimero basico de un grupo de plantas (Palomino, 1985).
Ademas de ser muy titil en especies que tienen nimeros cromosémicos muy grandes.
MITOSIS

La determinacién del nimero cromosémico y analisis del cariotipo se realiza en
cromosomas mitoticos metafasicos observados en células somadticas obtenidas de tejido
meristematico, las cuales son sometidas al tratamiento de un mitostitico, previo a la

fijacion y tincion (Garcia, 1988). Con ésta técnica también se puede determinar el mimero
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basico (x) de grupos de ligamiento génico y cuantas veces se repiten, proporcionando un
indicador rapido de la similitud génica entre poblaciones y especies, ademas de que se
obtiene el nimero cromosémico somatico (2n#) de una planta o un grupo de plantas
relacionadas, la estructura de los cromosomas o cariotipos, asi como los niveles de
poliploidia (Palomino, 1995).
CARIOTIPO

El cariotipo puede ser definido como la apariencia fenotipica de los
cromosomas somaticos en metafase (Jackson, 1971), ésta descripcion puede ser realizada
de diferentes maneras de acuerdo a la técnica usada para la obtencion del mismo, sin
embargo, los cariotipos se definen segiin el mismo autor, esencialmente con respecto a seis
caracteristicas cromosdémicas:
1) Numero cromosémico y de ser posible también el nimero basico.
2) Tamaiio absoluto.
3) Tamaiio relativo.
4) Constricciones secundarias.
5) Relacion de brazos.
6) Distribucion y tamaifio de segmentos hetero y eucromaticos.
NUMERO CROMOSOMICO

Representa la cantidad de cromosomas que hay por célula, éste nimero puede
ser incorporado dentro de las clasificaciones floristicas y utilizado en analisis taximétricos y
cladisticos (Stace, 2000).

Pero el nimero cromosdmico tiene un significado mas alla de éste, ya que la
amplia homologia en los nimeros cromosémicos determina el comportamiento y la
fertilidad y déstas originan el proceso y los patrones de variacion, conocimientos que son

fundamentales para conseguir una clasificacion que refleje evolucion (Stace, 2000).
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NUMERO BASICO (x)

Es una de las caracteristicas mejor conocidas y la mas utilizada en la
determinacién de la posicion taxondémica y filogenética de las especies, éste nimero
representa el nimero haploide mas pequefio de cromosomas de una serie poliploide
(Garcia, 1988).

El numero basico de un género puede ser diferente al nimero basico de la
familia a la cual pertenece, la cual a su vez puede tener un numero basico distinto al del
orden o clase a la que es asignada, en las Poaceae, por ejemplo, las subfamilias se
caracterizan por tener diferente nimero basico: Bambusoideae tiene x=12; Arundinadae
muestra x=9 & 12; Chloridoideae tiene x=9 6 10; Panicoideae tiene x=5,9 6 10 y Peoideae
tiene x=7 (Stace, 2000).

TAMANO ABSOLUTO

El tamafio absoluto se refiere a la longitud y diametro, expresados en micras, de
todo el complemento cromosomico (Garcia, 1988). Siendo éste un promedio de todas las
longitudes de los cromosomas tomadas.

TAMANO RELATIVO

Es la relacion que guarda la longitud de un cromosoma particular con respecto a
la de los demas y al total del cariotipo. Esta es una caracteristica constante y permite la
identificacion y clasificacion del complejo cromosomico. Los distintos pares de
cromosomas se arreglan en orden decreciente de tamaiio y se numeran progresivamente
partiendo de uno para el par mas largo. Esta estimacion ayuda a visualizar mas claramente

las diferencias o similitudes entre cromosomas de especies diferentes (Garcia, 1988).
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RELACION DE BRAZOS

La caracteristica morfologica mas obvia de los cromosomas es la variacion de
la posicién del centromero o constriccion primaria (Stace, 2000). El centromero separa al
cromosoma en dos regiones o brazos y su localizacidn puede ser expresada en términos de
relacién de brazos, que se estima mediante la ;iivisién de la longitud del brazo mas largo
entre la del mas corto.

Levan et al. (1964) clasifican los cromosomas en cuatro grupos: metacéntricos
(m) en el que el centrémero divide al cromosoma en dos brazos iguales o casi iguales en
longitud; submetacéntricos (sm), el centromero se localiza un poco desplazado del centro
del cromosoma; subtelocéntricos (st), el centromero se localiza casi al final del cromosoma,
presentandose un brazo largo y otro muy corto; telocéntricos (t) el centrémero se localiza
al final del cromosoma, presentandose un solo brazo claramente distinguible. Stace(2000)
menciona que pocos grupos de plantas no presentan constriccion primaria denominandose a
estas acéntricas.
CONSTRICCIONES SECUNDARIAS

Es un adelgazamiento en la longitud del cromosoma (Fig. 1.) y puede ser corta
como la del centromero o larga como un filamento (Garcia, 1988). Es la regién de ADN
que produce ARN ribosomico y que también es conocido como regiones de organizacion
nucleolar (NOR’s) o sitios rADN (Stace, 2000). En todas las especies existe al menos una

pareja de organizadores nucleolares aunque en muchas especies existen mas (Puertas,

1999).
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Profase temprans (Mitoss).

Regén de
OTREILZACION ticlear

‘oustriccién secundnris Sardre
\ Ceutrémero /

Fro-mctafase {(autosis)

Anasfase tengrana (uatosis)

Fig. 1. Constricciones secundarias (Stebbins.lQ?]),J

DISTRIBUCION Y TAMANO DE EUCROMATINA Y HETEROCROMATINA.

El término heterocromatina fue introducido por Heitz en 1928 (Garcia, 1988),
para describir ciertas regiones de cromosoma que tiene una estructura densa y se colorean
intensamente durante la interfase del ciclo celular. A los segmentos restantes de los
cromosomas que pierden gran parte de su identidad visual durante la interfase, se les
considera como eucromaticas (Garcia, 1988).

Debido a que estos dos tipos de cromatina se tifien de diferente manera en el

cromosoma es que hay bandas e interbandas en él y por lo tanto no es una entidad
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homogénea, €stas bandas son importantes para hacer comparaciones en los cromosomas
con técnicas especiales (Puertas, 1999).
CARIOTIPO E IDIOGRAMA

En el cariotipo o cariograma (Fig. 2) se representa el complejo cromosdmico
mediante el arreglo de las fotomicrografias de cada uno de los cromosomas, los cuales se
disponen en pares de homdlogos y en series de tamafios decrecientes (Garcia, 1988).

En el idiograma cada cromosoma se representa por una linea o barra en la que
se indica la posicion relativa del centromero, constricciones secundarias, cromdémeros y
otras marcas citologicas (si existen). Esta representacién diagramatica del cariotipo se

integra con la informacion de varias células (Garcia, 1988).

[
MO RR rw onr ot xR oxx MK KK 48

Fig. 2 Representacion diagramatica de Phaseolus leptostachyus. (Mercado-Ruaro y Delgado-
Salinas, 1998).

TMPORTANCIA DEL CARIOTIPO EN SISTEMATICA

Debido a que las caracteristicas del cariotipo son constantes para las especies,
éstas pueden utilizarse al igual que la morfologia externa, para su clasificacion taxonémica.
A su vez, es recomendable relacionar las caracteristicas morfologicas con las citolégicas, ya
que un cariotipo particular puede ser asociado con un grupo de caracteristicas morfologicas
propias de una familia, tribu, género, especie o raza y basandonos en ello podemos decir
que cambios en el cariotipo pueden acompafiar o preceder cambios en el fenotipo externo,
es decir, las similitudes morfoldgicas de los taxa, relacionadas a grandes diferencias en el

cariotipo basico sugieren diferencias citologicas, las cuales pueden ser provocadas por
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repentinas fragmentaciones, translocaciones, etcétera, mientras que la correspondencia
parcial de la morfologia y el cariotipo implica cambios paralelos (Jackson, 1971).

El analisis comparativo de los cariotipos puede mostrar las diferencias entre y
dentro de las especies, y también puede dar indicios de cémo surgieron éstas diferencias en
el curso de la evolucién. Esto permite detectar interrelaciones entre las distintas categorias
taxonomicas (Garcia, 1988).

EVOLUCION DEL CARIOTIPO

El desarrollo de nuevas técnicas para la elaboracion del cariotipo ha permitido
que la descripcion de éste sea mas completa y el entendimiento de las bases citogenéticas
sea mas preciso, lo cual, al comparar los cariotipos de distintas especies nos ayuda a
suponer el origen de las diferencias entre ellos y comprender las implicaciones evolutivas
que éstas tienen, gracias a esto podemos decir que el principal instrumento de evolucién en
muchas plantas han sido las mutaciones estructurales y numéricas, como son: la adicion o
delecion de cromosomas completos o conjuntos de cromosomas (Jenkins, 1982).
MUTACIONES

La constancia del material genético en el proceso de transcripciéon de la
informacion hereditaria puede verse alterado por mutaciones que son cambios en la
estructura y disposicién de los segmentos cromosomicos, las mutaciones segun Jenkins
(1982) pueden ser de tres tipos: Estructurales, numéricas y puntuales.

Las mutaciones cromosomicas mas sencillas que pueden ser identificadas
citolégicamente son las alteraciones numéricas que ocurren cuando se afiaden o quitan
cromosomas, pudiendo ser: aneuploidia cuando hay eliminacion de cromosomas o
euploidia cuando hay conjuntos adicionales completos de cromosomas.

Las mutaciones estructurales o cambios en la secuencia de los genes dentro de

los cromosomas, son mas dificiles de identificar citologicamente, éstas incluyen las
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inversiones (alteraciones intracromosomicas de la secuencia de los genes), deleciones
(pérdida de informacidén genética), translocaciones (transposicién de genes de un
cromosoma a otro no homoélogo) y duplicaciones (adicion de mas cantidad de informacion
genética de la normal) (Jenkins, 1982).

Las mutaciones puntuales son ain mas dificiles de identificar citolégicamente
que las estructurales ya que implican sélo el cambio de uno o varios nucledtidos o de una
base en un gen, ya sea por sustitucién, adicion o eliminacion (Robertis y Robertis, 1990).
DUPLICACION

La presencia de un fragmento de material cromosémico extra, repetido mas alla
del complemento normal, es lo que se conoce como duplicacién (Fig.3).

La duplicacion puede detectarse en una de las varias configuraciones
cromosomicas durante la meiosis que se dan dependiendo de la posicion y secuencia de los
genes duplicados (Jenkins, 1982).

Hay varias formas por las que se pueden originar las duplicaciones, una de las
mas frecuentes es por un entrecruzamiento desigual en la meiosis que produce un
cromosoma con un segmento duplicado y otro con una deficiencia para el mismo segmento
(Jenkins, 1982).

Las duplicaciones son significativas por su impacto en la especiacion y en los
procesos de divergencia genética, ya que los organismos que pertenecen a diferentes

especies tienen a menudo diferentes cantidades de informacion genética (Jenkins, 1982).

EVOLUCIONDELCARIOTIPO EVOOOOLUCIONDELCARIOTIPO

Secuencia silvestre Secuencia con duplicacion

Fig. 3. Duplicacion. J
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DELECION
La pérdida de una porcidn de informacion genética se denomina como delecion
(Fig. 4), como las duplicaciones, las deleciones pueden ccurrir de diversas maneras, pero
una de las mas comunes es el rompimiento de la cadena de DNA con la perdida de bases
nitrogenadas (Puertas, 1999).
EVOLUCIONDELCARIOTIPO EVOLUELCARIOTIPO

Secuencia de tipo silvestre Secuencia después de una delecion.
Fig. 4. Delecién

INVERSIONES

Las inversiones implican alteraciones en el orden de los genes pero en la
mayoria de los casos no en su namero, generalmente se forman cuando ocurren dos
rompimientos en un cromosoma y el segmento roto se reinserta en el lugar opuesto después
de un giro de 180°.

Las inversiones se clasifican de acuerdo a si el segmento invertido incluye o no
el centromero, las inversiones que no incluyen al centromero se llaman inversiones
paracéntricas y las que lo incluyen inversiones pericéntricas las cuales, pueden también
alterar la morfologia del cromosoma (Jenkins, 1982).

TRANSLOCACIONES

A diferencia de las duplicaciones, deleciones e inversiones, que son cambios
estructurales intracromosdmicos, las translocaciones son cambios estructurales
intercromosomicos caracterizados por la separacion de segmentos cromosomicos y su
union con cromosomas homologos y no homologos, existen tres tipos fundamentales de
translocaciones: sencillas, de cambio y las reciprocas.

En las translocaciones sencillas, terminales o reciprocas (Fig.5) se transfiere un
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trozo de un cromosoma al extremo de un cromosoma no homologo intacto, esto no se
observa frecuentemente porque los telémeros de los cromosomas intactos no son

‘“pegajosos”, mientras que los cromosomas fragmentados si 1o son.

EoCee——] DGR oo comciomes pessnan dos pares de

honblwoa dol carictipe esténdar,

Si an dos de olios se prodice une rotura y se

intay jnn los Sogmentos. sé fordis: un
Heteracigots estructural gava una transtocacion

'» mﬂpcocav
Enlod " in -defl. h gy - puodn
ol ai,.Estos indi-

vyd.ms forman bmﬂum‘r‘ RorHakes ol moio-
‘sis, porgue 103 dos’ pares de CEOMOSamas son
homdlonus, aungull con RS nuRvD Ordinacion
delos qmpus da ligamioma

[ Fig. 5. Translocaciones (Puertas, 1999)

En las translocaciones de cambio o intercalares, se transfiere un segmento
interior de un cromosoma que ha sido inducido por dos fracturas, al interior de un
cromosoma roto, no homoélogo, que ha sido obtenido por una rotura, este tipo de
translocacién es mas comin que la anterior, quizds porque estan implicados extremos
“pegajosos”, pero el tipo mas comin y estudiado es la translocacion reciproca, este tipo
requiere una sola rotura por cromosoma y el intercambio reciproco de los trozos
(Jenkins, 1982).

Las consecuencias genéticas de las translocaciones son profundas ya que,
alteran grupos de ligamiento, provocando que un gen o serie de genes que forman parte de

uno de estos grupos, pueda ser translocado a un cromosoma no homélogo y formar un

19




nuevo grupo de ligamiento, ademas, los heterocigos en una translocacion son generalmente
semiestériles porque producen gametos que contienen cromosomas duplicados y
deficientes, esto es el resultado del entrecruzamiento y segregacién causado por la
conformacion caracteristica en forma de cruz de los cromosomas apareados.

Cuando un heterécigo con una translocacidon reciproca entra en meiosis, se
forman las caracteristicas configuraciones en cruz durante la profase y la metafase de la
primera division meiotica, la segregacion de los cromosomas en la anafase 1 se da en tres
formas diferentes: segregacion alternativa (se refiere al movimiento de los cromosomas
translocados no homaélogos a un polo y los no translocados no homologos al otro polo), la
segregacion adyacente-1 (es el movimiento de los cromosomas no homdlogos, uno
translocado y el otro no translocado a cada polo), la segregacion adyacente-2 (es el
movimiento a un mismo polo de los cromosomas homologos).

Solamente en el caso de la segregacion alternativa se consiguen gametos con
un conjunto completo de los genes, en los dos tipos de segregacion restantes los gametos
contienen deleciones y duplicaciones y generalmente no son funcionales o dan lugar a
cigotos no viables, siendo ésta la base de la semiesterilidad de los heterocigotos para
translocaciones en tejidos somaticos el tiempo de intercambio no deben ser demasiado
largo en los segmentos cromosomicos ya que provocarian la formacion de una nueva pared
celular en plantas y el rompimiento de los cromosomas en animales (Jenkins, 1982).

El establecimiento de translocaciones en una poblacién puede depender de
factores preadaptativos ambientales que regulen la orientacion meiotica, los cuales pueden
ser genéticos o estructurales; los factores genéticos pueden relacionarse con la distribucion,
numero y grado de terminacion del quiasma lo cual esta relacionado a su vez con la
estructura natural del centromero, su posicion y la distribucion de la heterocromatina; los

cromosomas metacéntricos son la preadaptacion ideal ya que contienen bloques de
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heterocromatina proximal y rompimientos localizados adyacentes a los centrémeros
(Jackson, 1971).

Los rearreglos y algunos rompimientos excepto del centromero deben ocurrir
en la porcion no funcional del material genético o si el rompimiento ocurre a través de un
cistron funcional, éste cistron debe estar duplicado en un estado funcional en otra parte del
genoma, éstos rompimientos y rearreglos sélo son exitosos si persisten en la naturaleza y
son detectados en su condicion homociga, ademas, el éxito también depende de la
extension o la presencia de DNA repetitivo el cual puede también propiciar un sistema
preadaptativo para otro cambio (Jackson, 1971).

Los factores que favorecen la aparicion de estas mutaciones cromosomicas y
por tanto la evolucion del cariotipo son; segin Jackson (1971):

- El ambiente celular que exista debe conducir al rompimiento del cromosoma.

- Los puntos de rompimiento en el cromosoma deben ser en sitios no funcionales.

- Los arreglos y adiciones cromosomales deben ser de tal tipo que puedan resistir el rigor de
la mitosis y la meiosis.

- Los arreglos o adiciones deben acarrear un complejo de genes adaptativos o bien deben
ser capaces de compensar las propiedades no adaptativas por medio de un mecanismo
especial, el cual debe asegurar su transmision.

- El sistema de produccion debe tener una probabilidad razonable de sobrevivencia.
IMPORTANCIA DE LOS ESTUDIOS SOBRE LA EVOLUCION DEL CARIOTIPO

Los estudios sobre la evolucion del cariotipo buscan la manera de conocer las
tendencias y los grados de los cambios ocurridos en los cromosomas, en estos estudios se
emplean dos conceptos para ayudar en la definicion de dichas tendencias o patrones de
evolucion. El primero es el nimero fundamental (nf), para referirse al nimero total de

brazos mayores que forman un cariotipo: dos para cada cromosoma metacéntrico y

21




submetacéntrico y uno por cada acro y telocéntrico. El segundo término es el de simetria-
asimetria, para referirse a las diferencias en tamaifio y de relacion de brazos entre
cromosomas no homoélogos de un genomio (Garcia, 1988).
NUMERO FUNDAMENTAL

El término numero fundamental tiene su explicacion en el hecho de que
mediante fusiones o fisiones centroméricas o Robertsonianas o ambas, los cromosomas
reacomodan el material genético al cambiar su morfologia y posiblemente su nimero total,
con cambios minimos o nulos en la cantidad de ADN. Por ejemplo en Zebhrina pendula
Schnizl, se observan formas o citotipos con 2n = 21, n = 22, 23 y 24 que coinciden en el
numero fundamental de 28 (Tabla 2), lo cual indica que no ha habido pérdida de material
cromosOmico en esta serie de cambios estructurales y de numero somatico de cromosomas,

sino que unicamente se ha reorganizado (Garcia, 1985).

rTabla 2. Numero cromosoémico en Zebrina pendula con n.f. 28. (Garcia.1988). ~|

2n Numero fundamental Metacentrico Acrocentrico Telocentrico

21 28 7 s 9
\

22 28 6 5 11

23 28 s 6 12

24 28 4 6 14

SIMETRIA-ASIMETRIA

Levitzky (1931) propone una teoria en la que desarrolla los términos simétrico

} y asimétrico, en donde el primero esta relacionado a cariotipos con cromosomas

metdcentricos y submetacéntricos. Estos cromosomas, mediante cambios en la posicion del
centrémero, como inversiones pericéntricas, translocaciones o por acumulacion de
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diferencias en el tamaiio relativo, van originando cariotipos asimétricos.

Un cariotipo simétrico es la condicién en la que los cromosomas son
aproximadamente del mismo tamafio y poseen, ademas, un centromero medio o submedio
(Garcia,1988).

De acuerdo con sus estudios, Stebbins (1971) propone que en el reino vegetal la
tendencia evolutiva ha sido de un cariotipo simétrico a uno asimétrico. Esto 1o observé en
la familia Ranunculaceae, en donde cariotipos asimétricos estan asociados con la alta
especiacion de las flores zigomorficas, mientras que los cariotipos mas simétricos tienden a
poseer flores menos especializadas como las actinomorfas.

La tendencia hacia la asimetria en el cariotipo de ninguna manera es
irreversible, Jones (1978), seifiala que la tendencia del cariotipo hacia la asimetria es
reversible, dando origen primero a cromosomas metacéntricos por la fusion de cromosomas
acrocéntricos y telocéntricos, mientras que cromosomas acrocéntricos y telocéntricos se
originan de la fisién de cromosomas metacéntricos. También propone que, pese a que los
cambios Robertsonianos no son eventos esporadicos en el reino vegetal, pocos son los
estudios realizados en plantas para demostrar que estas mutaciones juegan un papel
importante en la diferenciacion de especies y poblaciones naturales de plantas.

Los conceptos de numero fundamental y de simetria- asimetria pueden
complementarse a fin de establecer los posibles mecanismos de evolucién cromosémica, ya
que junto con los cambios en el nimero fundamental pueden ocurrir cambios en simetria

afectando el nimero basico (x) de cromosomas (Garcia, 1988).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La gran variacién morfologica que presentan las estructuras reproductivas y
partes vegetativas de las especies de Caesalpinia han propiciado que su taxonomia se
dificuite, sugiriendo que se reexamine a los miembros de la Tribu Caesalpininae, en
particular a las especies del género Caesalpinia.

Contreras (1991) encontrd en Caesalpinia hintonii, tres fenotipos a lo largo de
la Depresion del Rio Balsas los cuales se encuentran aislados geograficamente, por lo que
es necesario decidir si las variaciones tienen una base genética o se deben a factores
ambientales.

Lo anterior los hace material excelente para realizar una relacion entre el patrén
de variacion morfolégico con el cariolégico.

C. hintonii tiene una distribucion geografica amplia en comparacién con C.
nelsonii conocida Ginicamente en los limites de los estados de Guerrero y Qaxaca.

En C. epifanioi al igual que en C. hintonii Contreras (1991) encontrdo dos
variantes morfologicas, solo que estas se dan en individuos de una misma poblacién no
existiendo barreras geograficas.

La mayoria de los estudios que se han realizado en Caesalpinia se basan en la
descripcion morfologica de las especies (Contreras, 1991; Lewis, 1998), desarrollo floral
(Kantz y Tucker, 1994), sindrome floral (Cocuccii et al,, 1992), metabolitos secundarios
(Nageshwar et al., 1984; Kite y Lewis, 1994, Contreras et al, 1995), marcadores
isoenzimaticos (Sotuyo, 1999), mientras que los estudios citogenéticos han estado
restringidos al conocimiento del nimero cromosomico (Goldblatt, 1981a; White, 1996 y
Zhao,1996).

Debido a ésto se hace necesario ampliar el conocimiento citogenético que se
tiene del género, ya que, los analisis citogenéticos, de acuerdo con Stebbins (1971) pueden
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contribuir al entendimiento de las relaciones sistematicas dentro de un grupo de plantas (de
nivel taxonémico mayor) y permitir una reorganizacion del sistema taxonémico del grupo
en cuestion.

A pesar de la importancia mencionada por Stebbins (1971), el impacto de la
citogenética ha sido poco explotado, debido a que estos analisis consumen una
considerable cantidad de tiempo.

Debido a lo anterior, de los 650 géneros con que cuentan las leguminosas,
aproximadamente un 43% carece de informacion citogenética; sin embargo, dentro de la
tribu Caesalpinieae 54% del total de sus géneros cuenta con al menos una especie con
determinacidon de su nimero cromosdmico (Goldblatt, 1981a). En el género Caesalpinia de

sus aproximadamente 150 especies solo 31 cuentan con nimero cromosomico reportado.
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OBJETIVOS

Con base en lo mencionado anteriormente los objetivos del presente estudio son:

EN FORMA GENERAL:

- Aportar datos cariologicos que ayuden al entendimiento de la taxonomia de las
Caesalpinieae y observar si el patron de variacion morfolégico se correlaciona al

cariologico.

PARTICULARMENTE:

- Determinar el nimero cromosdmico diploide de las siguientes especies y poblaciones:
Caesalpinia hintonii (Infiernillo)

C. hintonii (Cuenca Alta)

C. hintonii (Zicuitaro)

C.epifanioi(Con glandulas)

C. epifanioi (Sin glandulas)

C. nelsonii.

- Elaborar los cariotipos de C. hintonii y de C. epifanioi.
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MATERIALES Y METODOS.

Mitosis.

Para el estudio mitotico se utilizaron semillas de individuos de las localidades

mostradas en la Fig. 6, los datos de colecta se presentan en la Tabla 3:

Tabla 3. Datos de colecta de las especies observadas. J

ESPECIE.

DATOS DE COLECTA.

Caesalpinia hintonii (Infiernillo).

Municipio de Coahuayutla (Guerrero).
Colmeneros, en las afueras del poblado, frente al
cementerio, camino a Coahuayutla. 310 msnm.
Bosque tropical caducifolio alterado, suelo
arenoso. Arbusto de 2.5 m con flores color rosa o
salmén, fruto con glandulas estipitadas rojizas,
frecuente en la localidad. 2-marzo-1991. J.L.
Contreras 2860.

C. hintonii
Trujano).

(Cuenca . Alta o Valerio

Municipio de Eduardo Neri (Guerrero).1 km por
el camino a Atzala, al E de Valerio Trujano. 17°
37" 24.57" N,99° 31°54.8"°0O. Bosque tropical
caducifolio en ladera sur, lutitas de la formacidén
Mezcala. 500 msnm. Arbol de 2 m de alto con
frutos glandulares, glandulas de color verde-
limon, semillas amarillentas. Frecuente en la
localidad. 1-marzo-1991. J.L. Contreras 2851.
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Tabla 3. Continuacion.

ESPECIE.

DATOS DE COLECTA.

Caesalpinia hintonii (Zicuitaro).

Municipio de Coyuca de Catalin (Guerrero).
Zicuitaro 2 km al N de El Naranjo, por el
camino a El Jabali. 550 msnm. Bosque tropical
caducifolio alterado, a orilia de un arroyo, suelo
arenoso. Arbusto de 2 m de alto, corteza gris-
verdosa, con abundantes lenticelas blancas
transversales. Legumbres maduras cubiertas por
glandulas estipitadas rojizas. 1-marzo-1991. J.L.
Contreras 2855

Caesalpinia  epifanioi (Con
glandulas).

sin

Municipio de Hitzuco de los Figueroa
(Guerrero).1 km al este de San Francisco
Ozomatlan, camino a Ahuetlixpa. 550 msnm.
Bosque tropical caducifolio en laderas de lutitas
y calizas. Arbol de 3 m de alto con frutos
maduros, frecuente en la localidad. 31-enero-
1988. J.L. Contreras 2293.

Caesalpinia nelsonii

Oaxaca Ca. 6-8 Km al noroeste de Pinotepa
Nacional, sobre la carretera 125 hacia Putla.
16°27° N, 98°05° Oeste 265 msnm. 25- Marzo-
1989. G.P Lewis 1794. Los botones florales
utilizados se obtuvieron de material de
invernadero germinando las semillas de la
colecta mencionada.

28




62

¢ ninoni Infiermllo
¢ hmtonit Zicwtaso,
3¢ hintoniy Valerio trujano
XC Epifnior Coahuayutla

Fig 6. Distribucién de las especies estudiadas.




TECNICA DE SQUASH.
fijacion con farmer 1 hora
hidrolisis con HCl1 1 N a 60° C
durante 15 minutos

Feulgen 1 hora en oscuridad

Squash

MATERIAL Y METODOS:

Para determinar el nimero cromosomico diploide se realizd lo siguiente:
Germinar semilla
cortar meristemo

tratamiento con 8-hidroxiquinoleina 0.002M 5 horas

/ \

TECNICA DE SPLASH.

Rompimiento de pared en celulasa-pectinasa a
33°C durante 2 horas
centrifugar 10 min a 1500 rpm.
centrifugar con KC1 0.075 M 10 min a 1500 rpm
fijar con farmer durante 15 min minimo
Se centrifugo durante 10 minutos a 1500 rpm y

se enjuago con Farmer, repitiendo esto una vez mas.

Splash




a)Pre-tratamiento

e Se tomaron de 8 a 10 semillas de cada especie y se escarificarén con una lija de agua,
posteriormente se indujo su germinacion en cajas de petri que contenian una capa de algodén
y papel filtro humedecidos con agua destilada; se dejaron en una estufa a una temperatura de
30° C en oscuridad.

e Una vez que las semillas germinaron y la raiz alcanzé una longitud de 1 a 3 centimetros se
corté y pre-tratd con el mitostatico 8-hidroxiquinoleina 0.002M durante 5 horas en oscuridad
y a una temperatura ambiente (entre 19°C * 1).

TECNICA DE SQUASH

b)Fijacion

e Posterior al tratamiento con 8- hidroxiquinoleina las raices se lavaron y se fijaron en solucion
Farmer (3:1 Alcohol etilico absoluto-acido acético glacial), durante una hora como minimo.

©) Hidrélisis

e Las raices pre-tratadas y fijadas se lavaron con agua destilada y se expusieron en acido
clorhidrico 1 N a 60° C durante 15 minutos.

d) Tincidén

e Posterior a la hidrolisis las raices se colocaron en solucion Feulgen elaborada a base de
fucsina basica (Garcia, 1988) en oscuridad durante 1 hora.

e) Elaboraciéon de preparaciones permanentes

* Una vez que los meristemos presentaron una coloracién rosada:

Se realizaron cortes de meristemo de raiz sobre un portaobjetos.

e Se agregd una gota de acetorceina 1% y se coloco el cubreobjetos.

e Se realizd el aplastamiento aplicando un ligero golpeteo para separar las células y después
observarlas al microscopio.

* A las preparaciones que presentaron cromosomas metafasicos se les aplicd un aplastamiento

(squash) para lograr la maxima separacién de éstos y observarlos en un solo plano.
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e Las preparaciones con mejores campos se hicieron permanentes por el método del hielo seco
(Conger y Fairchild, 1953), que consistid en colocar la preparacidon sobre hielo seco durante
10 minutos.

e Se separd cuidadosamente el cubreobjetos del portaobjetos (todo esto sobre el hielo seco) y
se enjuagaron varias veces con alcohol etilico absoluto y se dejaron secar.

e Se agregé una gota de balsamo de Canada y se colocé nuevamente el cubreobjetos, dejando
secar la preparacion en una estufa a 50° C. durante una a dos semanas.

TECNICA DE SPLASH (Tapia y Mercado, 2001)

a)Pre-tratamiento con 8-hidroxiquinoleina. (Ya descrita)

b)Fijacion en Farmer. (Ya descrita).

ROMPIMIENTO DE PARED

e Se lavaron las raices con agua destilada durante 10 min.

e Se cortaron los meristemos.

e Se colocaron los meristemos en una mezcla de enzimas (celulasa-pectinasa) en tubos
eppendorf agitandose a 1000 r.p.m. a 33° C durante 2 horas.

c)Tratamiento

e Transcurridas las 2 horas se centrifugé durante 10 minutos a 1500 r.p.m.

e Se elimino el sobrenadante.

e Se agrego solucion recién preparada de KC1 0.075 M. para “hinchar” la célula.

e Se centrifugd durante 10 minutos a 1500 r.p.m.

» Se elimind el sobrenadante.

d) Fijaciéon

e Se fijo en solucion Farmer durante 15 minutos como minimo.

e Se centrifugd durante 10 minutos a 1500 r.p.m. y se enjuagd con Farmer, repitiendo esto una

vez mas.
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e) Tincién

e Se extendio el boton en 6 preparaciones goteando el contenido del tubo eppendorf con una
micropipeta hacia los portaobjetos a una distancia de 50 a 75 centimetros de alto.

e Ya evaporada la solucion Farmer se tifié sumergiendo los portaobjetos que contenian a las
células expandidas por el impacto del goteo en giemsa al 10% durante 13 minutos.

e Se enjuagaron las preparaciones teflidas a agua corriente y se observo.

f) Observaciones

e Se revisaron las preparaciones y los mejores campos fueron fotografiados utilizando un
fotomicroscopio axioscop Carl Zeiss.

e De las fotografias obtenidas para cada especie se determind el nimero de cromosomas, se
midio la longitud de cada uno y del total de los cromosomas, de 2 a 3 células por fenotipo
sacando después el promedio.

MEIOSIS

e Para el analisis meidtico de la células madre del polen (CMP) se utilizaron botones florales
colectados en el campo y otros que se obtuvieron de plantas en invernadero, fijados en
Farmer para cada una de las especies.

s Con ayuda del microscopio de diseccion o estereoscopico se separaron las anteras, de los
botones florales.

e Una vez separadas se colocaron en un portaobjetos y se maceraron con una gota de
acetocarmin al 2% para lograr la salida de las células madre y lograr la tincion de las mismas.

e Se calentd rapidamente el portaobjetos con el material para lograr una mejor tincion del
material cromosdémico.

e Se agrego una gota de solucion Hoyer y se mezcld con el material tefiido, después se colocéd

el cubreobjetos y se observo al microscopio.
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Si la preparacién presentaba CMP en fases como: diacinesis, metafase 1 y/o 11, y anafase 1
y/o 1II, se aplicaba una ligera presion para separar los cromosomas y ponerlos en un solo
plano.

Se dejo secar de dos a tres dias y después se colocaron a los lados del cubreobjetos pinzas de
presion para obtener una maxima separacion de los cromosomas.

Después de 15 horas se retiraron las pinzas y se dejo secar durante 2 o 3 semanas y
nuevamente se revisaron para seleccionar los mejores campos y fotografiarlos y hacer las
preparaciones semipermanentes rodeando a el cubreobjetos con una capa de bariz

transparente.
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ELABORACION DE CARIOTIPOS

Se eligieron de 2 a 3 células de cada fenotipo y se fotografiaron y amplificaron. De
los cromosomas de estas fotografias se tomaron las siguientes medidas: longitud total (la longitud
promedio de todo el juego cromosémico), longitud del brazo corto y longitud del brazo largo.

Los cromosomas se clasificaron de acuerdo al criterio de Levan et al. (1964)
calculando como un radio (r).

r = largo / corto
Y después calculando la posicién del centromero con:
d=10(r-1)/r+1

Y comparando el resultado con la clasificacion del Tabla 4:

>4

Tabla 4. Valores “d” para determinar la posicién del centrémero (basado en
Levan, 1964).

Simbolo. Nombre del cromosoma Localizacién. Valor de d.

M Metacéntrico Punto medio 0.0

M Metacéntrico Region media 0.1-25

Sm Sub-metacéntrico Regioén submedia 2.6-5.0

St Sub-telocéntrico Region subterminal 51-75
Telocéntrico Regién terminal . [7.6-95
Telocéntrico Punto terminal 10.0
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RESULTADOS

El nimero diploide encontrado en los tres fenotipos de C. hintonii y en los dos de C.
epifanioi es de 2n= 24, este nimero es reportado por primera vez para éstas especies, se
determind el numero haploide tnicamente para C. nelsonii debido a que solo se contd con
material floral para el estudio de ésta especie siendo este n= 12, confirmando el ya dado por
Lewis (1998).

El promedio de la longitud total de los cromosomas y brazos de los 12 homoélogos de
los tres fenotipos de C. hinfonii se observan las tablas 5, 6 y 7 y de los dos fenotipos de C.
epifanioi se presentan en los cuadros 8y 9:

La longitud total de los cromosomas en los 5 fenotipos fue variable, a continuacién
se describiran dichas variaciones separando las especies:

Para C. hintonii se observd cierta similitud entre los fenotipos de Infiernillo y
Zicuitaro mostrando el primero una longitud total de los cromosomas de 43.98m y el segundo
de 46.94um mientras que el fenotipo de Valerio Trujano (Cuenca Alta) presentd la menor
longitud siendo esta de 37.29um.

En C. epifanioi la diferencia en longitud total entre los dos fenotipos fue importante

siendo para el fenotipo con glandulas de 51.46um y para el fenotipo sin glandulas de 47.96um.

Los tiempos de germinaciéon fueron variables siendo de 1 a 2 en C. Aintonii
Infiernillo y de 1 dia en Valerio Trujano y en C. epifanioi, la poblacién mas dificil de trabajar fue
la de Zicuitaro debido a que presentd problemas desde su germinacion la cual tardaba de 3 a 4
dias, ésta tardanza no es atribuible al tiempo de almacenamiento de las semillas ya que las 3
poblaciones tienen el mismo tiempo de haber sido recolectas, ademas la resistencia que

presentaba a los hongos fue mucho menor que las otras dos.
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C. hintonii Infiernillo.

Tabla 5. Longitud total y de los brazos, valores ry d de los 12 homologos de

.| Homélogo | Brazo Brazo Long. Total del | r d Cromosoma
k Largo corto cromosoma
1.4650 1.0043 2.4693 1.4587 |1.8658 m
1.3989 1.0295 2.4284 1.3587 |1.5209 m
2 11.1645 0.7349 1.89%4 1.5844 |2.2615 m
0.9537 0.7327 1.6865 1.3015 (1.3101 m
0.9016 0.6494 1.5510 1.3882 | 1.6256 m
0.8779 0.6252 1.5032 1.4041 |1.6809 m
0.8026 0.5252 1.3279 1.5281 |2.0890 m
0.6887 0.4301 1.1188 1.6012 [2.3113 m
1.8451 0.9784 2.8236 1.8857 |3.0693 sm
1.4096 0.7392 'b 2.1489 1.9069 [3.1198 sm
1.0715 . ‘ 0.6408  ©1.7123 1.6719 [2.5149 sm
0.84;6  0.4741 : 1.3198 1.7834 [2.8146 sm
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Tabla 6.

Longitud total y de los brazos, valores ry d de los 12 homdlogos de
C. hintonii Valerio Trujano.

Homélogo | Brazo Brazo Long. Total del{r d Cromosoma
Largo corto cromosoma

1 1.4231 1.0763 2.4994 1.3221 [1.3873 m
2 1.1817 0.75 1.9317 1.5756 |2.2349 m
3 1.1451 0.8129 1.9580 1.4087 | 1.6968 m
4 0.7241 1.6715 1.3080 |1.3348 m
5 0.5634 1.4478 1.5696 (2.2168 m-
6 0.6575 1.5236 1.3172 [1.3690 m
7 1.3784 1.3287 |1.4118 m’
8 1.4290 1.1894 [0.8653 m
9 1.2521 1.2‘0:9"6‘ 0.9“489 m
10 12341 112566 (11374 m
11 13053 1 ‘ o] M
12 1.1369 |0.6407 m
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Tabla 7. Longitud total y de los brazos, valores ry d de los 12 homoélogos de
C. hintonii Zicuitaro.

Homoélogo. |Brazo Largo | Brazo Long. Total del|r d Cromosoma
corto cromosoma

1 1.4344 1.2874 2.7218 1.1141 0.5398 m
2 1.4215 1.0413 2.4629 1.3650 1.5435 m
3 1.4192 -10.9819 2.4011 1.4453 1.8212 m
4 1.2279 0.8816 2.1096 1.3928 1.6417 m
5 1.0577 0.8408 1.8985 1.2579 1.1425 m
6 0.3489 0.8326 1.6816 1.0196 0.0970 m
7 0.7230 0.5924 1.3154 1.2204 0.9929 m
8 0.6180 0.4711 1.0892 1.3118 1.3490 m
9 - 1.6559 0.8443 2.5002 1.9613 3.2462 sm
10 1.3760 0.6588 2.0349 2.0884 3.5243 sm
1 l 1.1405 0.6320 1.7725 1.8044 2.6842 sm
12 0.9749 0.5072 1.4822 1.9218 3.1549 sm
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Tabla 8. Longitud total y de los brazos, valores ry d de los 12 homdlogos de

C. epifanioi (c/g).

Homélogo |Brazo Largo | Brazo Long. Total del | r d Cromosoma
corto cromosoma

1 1.9467 1.5258 3.4725 1.2758 1.7982 m
2 0.7225 0.5475 1.2701 1.3196 1.3778 m
3 1.7290 1.2080 2.9370 1.4312 4.0163 sm
4 1.5354 1.1612 2.6967 1.3222 3.34;12 sm
5 1‘.3483 0.9387 2.2870 1.4364 4.0234 sm
6 1.0870 0.9258 2.0129 1.1742 2.4836 sm
7 1.0483 1.7774 1.9370 1.1796 2.5234 sm
8 1.0677 0.85 1.9177 1.2561 3.0643 sm
9 0.9064 0.7306 1.6370 1.2406 2.7840 sm
10 0.7693 0.5370 1.3064 1.4324 40172 sm
11 1.7209 0.9258 2.6467 1.8588 5.6157 st
12 1.0177 0.5919 1.6096 1.7193 5.1830 st
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Tabla 9. Longitud total y de los brazos, valores de d y de r de los 12 homdlogos de
C. epifanioi (s/g).

Homélogo. | Brazo Largo | Brazo Long. Total del | r d Cromosoma
corto cromosoma
1 1.3419 1.1483 2.4903 1.1685 2.4471 m
2 1.0354 1.0290 2.2161 1.0062 0.0309 m
2.1209 1.1006 1.8834 m
2.7225 1.2141 0.9669 m
2.4483 1.0268 5.0184 sm
1.9419 1.1515 2.8341 sm
1.8419 1.1961 2.6378 sm
1.7983 1.3475 3.1027 sm
1.7693 1.5010 3.8138 sm
11.6919 1.5410 2.7092 sm
1.5451 1.2612 3.1595 sm
1.3951 1.4094 3.9330 sm
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Del analisis de resultados obtenidos se indican las siguientes caracteristicas
cromosomicas en la Tabla 10: 'longiiud total, diferencia en la longitud de los cromosomas
(cromosoma mas largo — cromosoma mas pequeiio), el nimero cromosémico haploide
unicamente para C. nelsonii. Y el diploide para las otras dos especies. Asi como sus cariogramas
(Figuras 7,8,9,10 y 11) los cuales fueron disefiados con el programa Microsofot Excel 1998 y sus

microfotografias en Microsoft Power Point 1998 (Figuras 12-17).

Tabla 10. Longitud total, diferencia en la longitud de los cromosomas y nimeros

cromosOmicos.
Especie y|Formula Numero 27 | Numero # | Longitud total. | Diferencia en long de
Poblacién cariotipica cromosomas (><)
C. hintonii | 8m+4sm 24 12 43.97um 1.70 pm
Infiernillo
C. hintonii | 12m 24 12 37.29um 1.47 um
Valerio Trujano
C. hintonii | 8m+4sm 24 12 46.94um 1.63um
Zicuitaro
C. epifanioi (c/g). | 2m+ 8sm+2st 24 12 51.46um 2.2um
C. epifanioi (s/g). [4m+8sm 24 12 47.96um 1.09um
C. nelsonii ? 24 12 &2 ;2
\ ¢{? = Aun no reportado.

Caesalpinia hintonii Infiernillo.
Como se puede observar la longitud del cromosoma mas largo es de 2.8136um
mientras que la del mas corto es de 1.1188um, por lo tanto la diferencia en la longitud de los
cromosomas (Tabla 10) es de 1.70 pum, la posicion del centrémero para la clasificacion de los

cromosomas no produjo incertidumbre ya que los valores “d” no estaban cerca de los limites para

) cada uno de los tipos de cromosomas, teniendo una formula cariotipica de 8m+4sm.
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Caesalpinia hintonii Valerio Trujano.

Tanto morfolégica como cariolégicamente (Tabla 11), ésta poblacion es distinta de
las otras dos debido a que presenta una longitud total de los cromosomas menor siendo de 37.29
pm, tambien la diferencia entre el cromosoma mas largo y el mas pequeiio es la menos de los tres
fenotipos siendo de 1.47 pm (Tabla 10).

A diferecia de las otras dos poblaciones la obtencién de cromosomas metafasicos fue
relativamente mas sencilla con éste fenotipo, el nimero de células optimas para el estudio fue
mayor. El cariograma fue totalmente simetrico sin tener problemas de incertidumbre en la
clasificacion de los cromosomas.

Caesalpinia hintonii Zicuitaro.

Con respecto a la técnica utilizada para la obtencion de los cromosmas en ésta
poblacion fue necesario aplicar la de splash debido a que la separacion de los cromosomas fue
nula con la de squash, y como se aprecia en la Fig. 14 el resultado tampoco fue muy optimo, y
debido a que no se contaba con mas material para trabajar se utilizaron estos cromosomas para la
elaboracion de los cariotipos, pero se sugiere se continue con la obtenciéon de cromosomas
metafasicos en ésta poblacion.

La longitud total de los cromosomas es de 46.94 um, presentando el cromosoma mas
grande una longitud de 2.7218 um y el menor 1.0892 nm dando como resultado una diferencia
en longitud de los cromosomas de 1.63 um, su cariograma fue igual que el Infiernillo (8m+4sm).

Caesalpinia epifanioi c/g.

Este fenotipo presentd una longitud total de los cromosomas mayor que el fenotipo
sin glandulas siendo de 51.46 um, la longitud entre su cromosoma mas largo y el menor tambien
fue mayor con respecto al otro fenotipo (3.4725 pm y 1.2701 um respectivamente) observandose
una diferencia entre la longitud de dichos cromosomas de 2.2 um su foéormula cariotipica es

2m+8sm-+2st.
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Caesalpinia epifanioi s/g

Este fenotipo muestra una longitud total de 47.96 nm y una diferencia en longitud de
sus cromosomas de 1.09 pum, siendo el mas largo de 2.7225 um y el mas corto de 1.3951 um, su
férmula cariotipica es de 4m+8sm es decir mas simetrico que el de el otro fenotipo (Tabla 10).

Estos dos fenotipos no presentaron muchas células en metafase asi que al igual que
en C. hintonii Infiernillo solo observamos células metafasicas tempranas o profases tardias.
MEIOSIS.

Solo se observaron cromosomas mei6ticos en C. nelsonii debido a que solo se contaba
con botones florales de ésta especie la cual presentd la formacién de 12 bivalentes como se

muestra en la Fig.17.
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Tabla 11. Correlacion de las caracteristicas morfologicas con las

cariologicas.

Especie.

Caracteristicas morfolégicas.

Caracteristicas carioldgicas.

C. hintonii Infiernillo.

Inflorecencias arqueadas y péndulas, con
los pedicelos graciles, reclinados y
torcidos de tal manera que las flores se

encuentran resupinadas, indumento de

tricomas simples mezclado con glandulas,

La longitud total de los

cromosomas es de 43.98um y
diferencia el

la entre

cromosoma mas largo y mas

corto es de 1.70um, su
flores escarlata con pedicelos articulados | fgrmula  cariotipica es de
en o cerca de la base del tubo calicino y|gm+4sm.
legumbre con abundantes glandulas
estipitadas cupuliformes de color rojo
(Contreras, 1991).
C. hintonii Valerio | Inflorescencias erectas o ascendentes,|La longitud total de los

Trujano (Cuenca alta).

flores no resupinadas de color rojo
salmén, foliolos elipticos u obovados, en
su mayoria con puntos negros en el
margen, legumbre falcada con glandulas
estipitadas cupuliformes o anulares, de
inferior

color verde limén en la mitad

(Contreras, 1991; Sotuyo 1999).

cromosomas es de 37.29um y

la diferencia entre el

cromosoma mas largo y mas
corto es de 1.48um, su
formula cariotipica es de 12

m.
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r Tabla 11. Continuacion.

Especie.

Caracteristica morfoldgica.

Caracteristica cariolégica.

C. hintonii Zicuitaro.

Inflorecencias arqueadas y péndulas,
pedicelos graciles casi horizontales o en
ocasiones reclinados, con indumento de
tricomas simples y glandulas; pedicelos

articulados en o cerca de la base del tubo

La longitud total de los
cromosomas es de 46.94um y
la diferencia entre el

cromosoma mas largo y mas

corto es de 1.63um, su
calicino, flores escarlata, fruto con|gsrmula cariotipica es de 8m+
glandulas estipitadas cupuliformes rojas|4gm.
(Sotuyo 1999).
C. epifanioi clg Inflorescencias racemosas surgiendo de|La longitud total de los

braquiblastos, bracteas, sépalos y tubo

calicino con glandulas estipitadas,

mientras el ovario esta cubierto por

glandulas cupuliformes rojas que

persisten en el fruto (Contreras, 1991).

cromosomas es de 51.46pum y
ia diferencia entre el
cromosoma mas largo y mas

corto es de 2.2um, su férmula

cariotipica es de 2m+8sm+2st.

C. epifanioi s/g.

Inflorescencias racemosos surgiendo de
braquiblastos. Sin glandulas en las
estructuras referidas en la descripcién

anterior (Contreras, 1991).

La longitud total de Ilos
cromosomas es de 47.96um y
la diferencia entre el

cromosoma mas largo y mas

corto es de 1.09um, su
formula cariotipica es de
4m-+8sm.
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Fig. 7. Cariograma de C. hintonii (Infiemillo).
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Fig.9. Cariograma de C. hintonii (Zicuitaro).
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Fig.12.Cromosomas mitéticos en metafase temprana o profase
tardia de C. hintonii Infiemillo. 2n = 24. 8m-+4sm.
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Fig 13. Cromosomas mitoticos en metafase de C. hintonii
Valerio Trujano. 2n = 24. 12m.
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Fig 14. Cromosomas mitdticos en metafase temprana o
profase tardia de C. hintonii Zicuitaro. 2n = 24. 8m+4sm
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Fig. 15. Cromosomas mitéticos en metafase temprana o profase
tardia de C. epifanioi c/g. 2n = 24, 2m+8sm+2st

Fig. 16. Cromosomas mitoticos en metase temprana o profase
tardia de C. epifanioi s/g. 2n = 24. 4m+8sm
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17. Cromosomas meiodticos de C. nelsonii.

Fig,.
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DISCUSION

En este trabajo se reporta por primera vez los nimeros cromosomicos diploides para
C. hintonii y C. epifanioi corroborando los obtenidos para otras especies del mismo género,
siendo éste nimero 2n=24.

Esta similitud en el nimero cromosdémico nos indica la estrecha relacién que existe
entre los fenotipos de las dos especies y también sugiere que el nimero basico para el género es
x=12 como lo ha mencionado Goldblatt (1981).

Sin embargo hacen falta estudios para afirmar esto, debido a que la informacién
sobre el nimero cromosomico en este género es muy escasa.

De acuerdo a lo mencionado por Stebbins (1971) acerca de que la especializacion es
inversamente proporcional a la cantidad de cromatina tenemos que en (. Aintonii el fenotipo
mas avanzado seria el correspondiente a Valerio Trujano y el menos avanzado el de Zicuitaro,
mientras que en C. ¢pifanioi el avanzado seria el fenotipo sin glandulas y el menos avanzado el
fenotipo con glandulas.

Lewitsky (1931) por otra parte sefiala que los cariotipos simétricos son mas
primitivos con respecto a los asimétricos a los que considera como derivados.

De acuerdo a lo anterior el fenotipo Valerio Trujano seria el mas primitivo ya que sus
doce pares son metacéntricos y los mas avanzados serian los de Zicuitaro e Infiernillo con 4
metacéntricos y 8 submetacéntricos.

En C. epifanioi el primitivo seria el fenotipo sin giandulas con 3 metacéntricos y 9
submetacéntricos y el mds avanzado el fenotipo con glindulas con 2 metacéntricos, 8
submetacéntricos y 2 subtelocéntricos.

Con base en lo antes mencionado los dos puntos de vista resultan antagonicos en éste
caso, por lo que es necesario recurrir a otras caracteristicas para poder hacer una afirmacion mas

solida con respecto al grado evolutivo de estos fenotipos.
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Sin embargo se puede sugerir que la tendencia puede ser a cariotipos asimétricos con
ganancia de cromatina, lo anterior se aprecia tanto en C. Aintonii como en C. epifanioi .

Con respecto a las caracteristicas morfolégicas y cariologicas (Tabla 11) podemos
observar que los fenotipos Zicuitaro e Infiernillo tienen una relacion muy estrecha ya que
morfologicamente unicamente se diferencian en que el fenotipo Infiernillo presenta flores
resupinadas y el de Zicuitaro no siempre, y cariologicamente en la longitud total y diferencia
entre el cromosoma mas grande y mads pequeiio, lo cual, puede deberse a que se utilizaron dos
técnicas para la obtencién de los cromosomas (squash para Infiernillo y splash para Zicuitaro) o a
la fase en que se encontraban las células en el momento de hacer las preparaciones.

Cabe mencionar que el uso de distintas técnicas se debid a que el fenotipo Zicuitaro
fue muy dificil de trabajar con la técnica de squash en la que nunca se pudieron observar
cromosomas separados y aunque la técnica de splash es mas titil en este aspecto los resultados no
mejoraron en mucho por lo que se sugiere se siga trabajando éste fenotipo para obtener
resultados mas optimos.

Continuando con las técnicas utilizadas para la obtencion de los cromosomas
podemos decir que aunque la técnica de splash permite una mayor separacion de los
cromosomas, presenta una desventaja, la cual es el nimero de meristemos que requiere para
obtener resultados satisfactorios, que va de 20 a 30 meristemos, y ésto no siempre es posible
debido a que la cantidad de semillas colectadas a veces es igual o menor a tal nimero aunque
sugerimos que cuando sea posible se utilice.

El fenotipo Valerio Trujano es distinto de Infiernillo y de Zicuitaro
morfolégicamente por que €ste no presenta el color escarlata de la flor de los fenotipos anteriores
y la forma y color de las glandulas en el ovario y la legumbre, lo cual también es evidente en los
cromosomas ya que son mas pequefios y simétricos que en las anteriores por lo tanto la longitud

total también es menor.

58




Estas observaciones corresponden a los resultados obtenidos con isoenzimas
(Sotuyo,1999), aun asi estos resultados son preliminares ya que se puede especular mucho al
respecto ya que aunque los cambios morfologicos pueden deberse a condiciones ambientales al
menos en esta especie, ya que, pertenecen a distintas poblaciones.

Con respecto a los fenotipos de C. epifanioi la principal diferencia es la presencia de
glandulas estipitadas en las brécteas,‘sépalos y tubo calicino, mientras el ovario estd cubierto por
glandulas cupuliformes, rojas que persisten en el fruto y en el fenotipo sin glandulas obviamente
estds se encuentran ausentes esto también se refleja en los cromosomas los cuales son de distinta
longitud y en el cariograma.

Todo esto permite decir que existe una gran correspondencia entre la morfologia y el

cariotipo lo cual basandonos en lo dicho por Jackson (1971) podria implicar cambios paralelos.

o~
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CONCLUSIONES
Del estudio cariolégico del género Caesalpinia se puede concluir lo siguiente:

e El numero cromosémico diploide para 2 especies del género Caesalpinia endémicas de la
Depresion del Rio Balsas y Valle de Tehuacan-Cuicatlan es 2n=24.

e El nimero cromosomico haploide para C. nelsonii es n=12.

e Nuestros resultados apoyan la idea de que, el numero basico para el género Caesalpinia en
Meéxico probablemente es x = 12.

e Con base en la cantidad de cromatina el cambio del estado primitivo al derivado, sitiia a los
fenotipos de C. Aintonii en el siguiente orden: Valerio Trujano, Infiernillo, Zicuitaro. Y a los
fenotipos de C. epifanioi como mas primitivo al fenotipo con glandulas y al mas avanzado al
fenotipo sin glandulas.

e Con base en la simetria de los cariotipos se presenta el siguiente orden en C. hintonii:
Zicuitaro, Infiernillo y Valerio Trujano. En C. epifanioi sin glandulas es el mas primitivo y
con glandulas el mas avanzado.

e Los cambios morfologicos y los cariologicos se corresponden.

e Se propone que la tendencia es hacia un incremento en la longitud de la cromatina y la

asimétria del cariotipo.
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