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RESUMEN

Los objetivos del presente trabajo fueron analizar los cariotipos, el contenido nuclear de
ADN (pg) Y los niveles de ploidía por citometríade flujo en especies de Mammillaria de la serie
Supertextae de la familia Caetaceae. En M. dixanthocentron se analizaron los cromosomas en
meiosis.

Mammillarta albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M huitzilopochtlí fueron
diploides (2n=:::2x=22, x=:::11) Y se observó n=:::11 en M dixanthocentron. Se corroboró el número
básico x=:::11 para el género y la familia Cactaceae. Se observó variación inter- específica en la
longitud de los cromosomas, M dixanthocentron mostró los cromosomas más pequeños de 1.54­
2.53 um, mientras que los de mayor tamaño se observaron en M flavicentra (1.90-3.73 um), La
longitud total del genoma haploide (LTG) menor, la mostró M dixanthocentron con 22.98 um, Yla
mayor se observó enM flavicentra con 30.37 um,

Los valores del tamaño relativo (L%) y la relación de brazos (r) de los cromosomas,
también mostraron diferencias entre las especies estudiadas. Los pares cromosómicos 1, 2, 9 y 10
fueron los que más variaron en las cuatro especies para los valores de L%. M a/bi/anata y M
huttzilopochtlt mostraren la mayor diferencia de 2.76 para el valor L% en el par uno. Los pares
cromosómicos 7, 9, 10 Y 11 fueron los que más variaron en las cuatro especies con respecto al valor
r. M huttzilopochtli y M a/bi/anata mostraron la mayor diferencia de 0.54 para el valor r en el par
9. En Mammillana a/bi/anata, M dixanthocentron y M flavicentra, el cariotipo se caracterizó por
11 pares de cromosomas metacéntricos, y en M huitzilopodult por 10m + 1SID. El valor menor de
índice de asimetría lo presentó M huitzilopochtlt con TF% =::: 43.49 Yel valor mayor M a/bi/anata
con TF% =::: 46.50. Se observó un par de cromosomas con satélite en las cuatro especies estudiadas,
M dixanthocentron lo presentó en el par cromosómico número dos, mientras que las otras tres
especies lo presentaron en el par uno. La variación en la posición del satélite entre M
dixanthocentron y su sinónima M flavicentra (Hunt, 1987), es evidencia de que los cariotipos de
estas especies son diferentes.

En metafase 1 de la meiosis, se observó en M dixanthocentron la presencia de 11
bivalentes (n=:::11; x=:::11). Los porcentajes de polen viable observados en las especies de
Mammillarta, fueron de 91.74% enM huitzilopochtli a 97.76% en M flavicentra, por lo que puede
suponerse que estas especies no tienen un origen híbrido.

La variación en el contenido nuclear de ADN (pg) Ysu composición en millones de pares
de bases de nucleótidos (Mpb) en Mammillaria a/bi/anata, M crucigera; M dixanthocentron, M
jlavicentra, M. haageana, M huitzilopochtli y M supertexta, no fueron significativas (P== 0.3469).
El valor mayor de 2C ADN =:::3.20 pg (1570 Mpb) se presentó en M crucigera, y el menor de 2C
ADN =:::3.04 pg (1490 Mpb) en M flavicentra. La media del valor 2C de ADN fue de 3.13 pg para
las especies analizadas. Estos resultados indican que la especiación no ha involucrado cambios
significativos en el contenido nuclear de ADN en las especies de Mammillaria. Las siete especies
estudiadas mostraron un patrón de endopoliploidía definido por núcleos con valores de 2,4, 8 Y 16
C deADN, que fue observado en núcleos del parénquima de tallo. El porcentaje de núcleos con los
diferentes múltiplos del valor C varió en las especies y se observó que a mayor edad de la planta,
hay un aumento en la proporción de núcleos con valores mayores de C. Este patrón confiere a las
especies de Mammillarta ventajas adaptativas para establecerse en ambientes áridos y semiáridos.
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ABSTRACT

The objective of this study was to analyze the karyotypes, tbe nuclear DNA content (pg)
and tbe ploidy levels by flow cytometry of species of Mammillaria in the series Supertextae
(Cactaceae).

Mammi/laria a/bilanata, M dixanthocentron, M flavicentra and M huitzilopochtli were
diploids (2n=2x=22, x=U). M. dixanthocentron was n=I1. The basic chromosome number was
x=11 which agrees with previous reports for the genus and the Cactaceae family. Inter-specific
variation was observed in chromosomes length, M dixanthocentron had tbe smallest chromosomes
of 1.54-2.53 JlID, whereas those of greater size were observed in M flavicentra (1.90-3.73 um),
The smallest total haploid genome length (TGL) was found in M dixanthocentron witb 22.98 um
and the greatest one was observed in M flavicentra with 30.37 J.lID.

The values of tbe relative chromosome size (L%) and the arm ratio (r) also were
demonstrated differences among the studied species. The L% values of chromosomal pairs 1,2,9
and 10 varied more in the four species. M albilanata and M huitzilopochtli showed the greatest
difference of 2.76 for value L% in pair one. Chromosomal pairs 7, 9, 10 and 11 were those that
varied more in the four specieswith respect to r values. M huttztlopochtli and M a/bi/anata had
tbe greatest difference ofO.54 for value r in pair 9. In Mammillaria albilanata, M dixanthocentron
and M flavicentra, karyotype was characterized by 11 pairs of metacentric chromosomes, and in
M huitztlopochtlt by 10m + lsm. The smallest value of asymmetry index was present in M
huitsilopochtlt with TF% =43.49 and greatest value M albilanata with TF% =46.50. The satellites
were present on chromosomepair number two for M dixanthocentron where as tbey were located
on chromosome pair number one for the other species. This variation in satellite position between
M dixanthocentron and M jlavicentra, the latter which is a synonyrnous of the former (Hunt,
1987), result in different karyotypes,

In metaphase 1 of meiosis was observed 11 bivalents (n=I1; x=U) in M
dixanthocentron. Percentage ofpollen viable observed inM huitzilopochtli was 91.74% and inM
fiavtcemra 97.76 % which suggests that these species are not of hybrid origino

Variation for the nuclear DNA content (pg) and their composition in million base pairs
(Mbp) in Mammillaria albilanata; M crucigera, M dixanthocentron, M jlavicentra, M haageana,
M huitztlopochtü and M supertexta, were not significant1y different (P = 0.3469). M crucigera
had the largest value of 2e DNA = 3.20 pg, (1570 Mbp), and the lowest was found in M
flavicentra with 2C DNA =3.04 pg (1490 Mbp). The mean of2C DNA (pg) for all seven species
of Mammillaria ana1yzed was 3.13 pg. These results indicate that speciation has not involved
significant changes in the nuclear DNA content in Mammillaria species. The seven studied species
showed a pattern of endopolyploidy defined by nuclei with values of 2, 4, 8 and 16 C DNA
content, that were observed in nuelei of stem parenchyma, The percentage of nuclei with the
different C values varied between the species, and it was observed that with the inerease of the age
of the plant, there is an inerease of nuc1ei with higher C values. This partero confers to
Mammillarta species adaptive advantages in arid and semi-arid environments.
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INTRODUCCiÓN

Estudios citogenéticos

La Citogenética surge como resultado de la conjunción de la citología y la
genética, encargándose del estudio de la organización del material genético en los
organismos. Los estudios citogenéticos, de manera general, se enfocan al análisis del
comportamiento de los cromosomas durante la mitosis y la meiosis, así como la variación
del material genético en las diferentes fases del ciclo celular.

La caracterización de los genomas en base a la determinación de sus números
cromosómicos, niveles de ploidía, cariotipos, características de tinción, homología
cromosómica, comportamiento de los cromosomas en meiosis y el tamaño del genoma por
la cuantificación del contenido de ADN, nos permite determinar patrones de divergencia y
mecanismos involucrados en la evolución de los genomas. Esto contribuye al conocimiento
de los recursos biológicos mediante el estudio de la variabilidad y la determinación de su
base genética, pudiéndose establecerse variaciones a nivel inter e intra-específico
(Palomino, 2000; Sharma y Sen, 2002). Recientemente con la citogenética molecular, a
través de técnicas de hibridación in situ se ha podido entender más acerca de la distribución
fisica de los genes y de su recombinación a lo largo de los cromosomas o en segmentos de
éstos, lo cual puede corroborar la evidencia de rearreglos cromosómicos y cambios en la
abundancia de secuencias durante la evolución y desarrollo de los organismos
(Schwarzacher y Heslop, 2000).

Con los estudios cromosómicos se analiza la variación nwnérica y estructural de
los cariotipos de diferentes especies y poblaciones de una misma especie (citotipos)
(palomino el al., 1995; Martínez el al., 2000). Por otra parte el comportamiento en la
meiosis es necesario para entender las relaciones entre especies silvestres, cultivadas o
híbridas en el nivel génico. Con estos análisis pueden determinarse cambios estructurales
heterocigóticos que alteran la posición de los sitios de entrecruzamiento y la constitución
genética de los gametos (Kenton el al., 1987). Otro parámetro citogenético de utilidad en
estudios biosistemáticos es la cuantificación del contenido nuclear de ácido
desoxirribonucleico (ADN) por genoma. En angiospermas esta cantidad representa una
amplia variación inter e intra-específica en distintos taxa, por lo tanto la comparación de
este parámetro provee información útil para comprender la plasticidad de los genomas entre
y dentro de las diferentes porciones de un rango ecológico (Ohri, 1998; Bennett el al.,
2000; Palomino, 2000). Por lo tanto los estudios citogenéticos complementados con los de
taxonomía, anatomía, fisiología, bioquímica, ecología, reproducción y biogeografia son
útiles para detectar las diferencias entre los taxa y para conocer sus patrones de divergencia
(Greilhuber y Ehrendorfer, 1988; Price y Johnston, 1996; Belleti et al., 1998; Grime, 1998;
Ohri, 1998; Palomino y Sousa, 2000; Bennett et al., 2000).



Los cromosomas

Los cromosomas son estructuras de ligamiento que están constituidas por una
secuencia lineal y específica de genes que determinan las características genotípicas y
fenotípicas de los organismos (Rieger el al., 1982; Winter el al., 1998).

En la teoría cromosómica de la herencia, propuesta por Wilson en 1896 (citado en
Lacadena, 1988), se recopila y sistematizan las ideas que se tenían en esa época sobre
citología y embriología, poniendo de manifiesto lo que demostró la teoría cromosómica de
la herencia, cuyos puntos fundamentales son:

Los genes están situados en los cromosomas.
El ordenamiento de los genes en los cromosomas es lineal.
Al fenómeno genético de la recombinación le corresponde un fenómeno citológico de
intercambio de segmentos cromosómicos.

La función esencial de los cromosomas es la de conservar, transmitir y expresar la
información genética que contienen. La función genética de conservar se realiza durante el
proceso llamado mitosis (como parte de un evento más amplio: el ciclo celular) que en
sucesivas generaciones celulares mantiene la identidad genética de las células involucradas
en dicho proceso (Stebbins, 1971; Lacadena, 1988). En la primera división meiótica, en la
profase 1 ocurre la sinapsis, proceso que consiste en el apareamiento de los pares de
cromosomas homólogos permitiendo el intercambio y recombinación genética entre ambos
cromosomas. La meiosis permite la reducción del número de cromosomas y la transmisión
de información genética, lo que contribuye a aumentar la variabilidad de una población y
que su expresión es la base de la selección natural y de la adaptación del organismo al
medio ambiente (Sharma y Sen, 2002).

Desde el punto de vista químico los componentes del cromosoma son ADN,
histonas, ARN y proteínas no histónicas, y como componentes minoritarios se encuentran
lípidos e iones de Ca++, Mg'" y en algunos casos el Fe++ (Swanson el al., 1967; Lewin,
1974: citados en Lacadena, 1988). Para algunos autores el conjunto complejo de estos
componentes de los cromosomas forman la cromatina (Rieger el al., 1976). La cromatina
forma unidades estructurales denominadas nucleosomas, cuya función principal es la
reducción neta de la longitud de las hebras de ADN mediante su enrollamiento alrededor de
las histonas y subsecuentemente su empaquetamiento debido a la disposición espacial
adoptada por los nucleosomas (Lehninger, 1982), figura 1.
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Figura 1. Organización del material genético en eucariontes, estructura del cromosoma.

Cromosomas mitóticos

Los cromosomas mitóticos son observados en células somáticas, las cuales son
sometidas a tratamiento con una solución mitostática con la finalidad de inhibir la
formación del huso acromático y obtener el mayor número de células en metafase, fase en
la cual los cromosomas alcanzan el nivel óptimo de contracción y nitidez en su morfología,
logrando una longitud que bajo condiciones ambientales normales permanece constante de
célula a célula (Sharma y Sharma, 1972; Lacadena, 1988; Cota y Wallace, 1996).

La morfología cromosómica es determinada por la posición de la constricción
primaria o centrómero (Levan et al., 1964; Stebbins, 1971; John, 1976) el cual separa al
cromosoma en dos cromátidas, cuya función principal es la de facilitar la migración de las
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cromátidas hacia los polos de la célula en la etapa de anafase. Existen las constricciones
secundarias propiamente dichas, que son pequeñas estrangulaciones observables sobre las
cromátidas cuya función, en algunos casos parece tener relación con el organizador
nucleolar. Otra constricción es el satélite, este es un segmento de cromatina de longitud
variable, que esta separado del resto del cromosoma por una constricción delgada como la
del centrómero o larga .como un filamento y llamada el organizador nucleolar. El
organizador nucleolar contiene repetidos muchas veces los genes que codifican para la
síntesis de ARN 45s precursor del ARN ribosómico y es responsable de la organización del
nucléolo en cada ciclo de división celular. Por lo general los satélites se encuentran en los
brazos cortos de uno o más de los primeros pares del complemento (Lacadena, 1988~

García, 1990~ Winter et al., 1998; Sharma y Sen, 2002), figura 2.

CROMÁTIDA

SATÉLITE ORGANIZADOR
NUCLEOLAR

CENTRÓMERO

CONSTRICCiÓN
SECUNDARIA

TELOMERO

Figura 2. Partes características de un cromosoma en metafase mitótica.

La heterocromatína es aquella región que se manifiesta por la heteropicnosis
positiva o negativa, que se refiere a la tinción mayor o menor, respectivamente, con
relación a la eucromatína (Heitz, 1928). La heterocromatína por lo general se presenta en
regiones que tienen una baja recombinación, como el centrómero y el satélite, y se
caracterizan por estar compuestas de familias de secuencias de nucleótídos altamente
repetitivas (Lacadena 1988; Langley et al., 1988).
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Cromosomas meióticos

La función genética de transmitir a la siguiente generación la información que
llevan los cromosomas se da durante el fenómeno de la meiosis, que junto con la
fecundación constituyen el proceso de la reproducción sexual. La meiosis proporciona la
reducción del número cromosómico de los gametos a la mitad, de manera que tras la
fecundación se restaura el número cromosómico en el cigoto. En el proceso de la meiosis se
realiza la recombinación genética que permite aumentar la variabilidad de una población al
mezclar en un individuo la información genética recibida de sus progenitores, de manera
que dicho individuo transmitirá a su descendencia, a través de sus gametos, una mezcla al
azar de la información genética recibida de sus padres (Lacadena, 1988). El análisis del
comportamiento de los cromosomas meióticos, proporciona otro indicador a nivel del
genoma y permite establecer el número y posición de las áreas de entrecruzamiento
llamadas quiasmas, que se observan en metafase 1 y proporcionan el grado de
recombinación entre los genomas individuales (García, 1990; Palomino, 2000).

En angiospermas se puede observar mejor la meiosis en las células madres de la
microspora (polen) localizadas en las anteras, aunque también puede hacerse en células
madre de la megaspora, pero con más dificultad. El proceso es virtualmente idéntico en
ambas células (García, 1990).

En las células madre del polen (CMP) de algunas plantas, los cromosomas con la
condición heterocigótica, para algunas aberraciones pueden producir gametos
desbalanceados y reducción de la fertilidad de polen, como en Gibasis pulchella, donde las
plantas heterocigóticas debido a translocaciones presentaron 50% de viabilidad,
evidenciada por la presencia de micropolen y polen vacío (Kenton el al., 1987). En
cactáceas, un híbrido triploide (Opuntia xkelvinensis, 2n=3x=33), cuyos progenitores son
Opuntia spinosior (2n=22) y o. fulgida (2n=22) presenta reducción en la viabilidad de
polen en un intervalo de 22-29%, lo cual es consecuencia de una segregación
desbalanceada de cromosomas en células madres de polen durante la anafase 1de la meiosis
(Baker y Pinkava, 1987).

El Cariotipo

El cariotipo es el conjunto de características de número y forma del complemento
cromosómico de una célula, un individuo o de un grupo de individuos relacionados y es
observado normalmente en la metafase mitótica (Stebbins, 1971; Dyer, 1979; Sharma y
Sen, 2002).

Para llevar a cabo un análisis cariotípico Stebbins (1971), considera que deben de
ser tomados en cuenta los siguientes parámetros:

-Longitud absoluta de los cromosomas.
-Posición del centrómero.
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-Longitud relativa de los cromosomas.
-Número cromosómico básico (x).
-Número y posición de satélites.
-Grado y distribución de las regiones heterocromáticas y eucromáticas.

Las características del cariotipo son constantes para las especies y pueden
utilizarse, al igual que la morfología externa, para diferenciar distintas categorías
taxonómicas. El análisis comparativo de los cariotipos puede mostrar diferencias entre las
especies y también puede dar indicios de cómo surgieron estas diferencias en el curso de la
evolución, si es debido a cambios estructurales tales como las translocaciones, inversiones,
deficiencias y duplicaciones de segmentos, fusiones y fisiones del centrómero, así como
cambios numéricos como la euploidía o poliploidía y aneuploidía. El análisis del cariotipo
se realiza mediante representaciones gráficas (García, 1990):

Cariograma: Fotografias o dibujos de cada uno de los cromosomas del
complemento cromosómico. Los cromosomas se ordenan en pares de homólogos y
en series de tamaño decrecientes.

ldiograma: Representación diagramática del cariotipo, se emplean barras o líneas
para indicar la posición relativa de la constricción primaria y satélites.

Simetría del cariotipo

El índice de simetría en estudios cromosomicos nos permite caracterizar el
genotipo de una especie o grupo de especies y nos da la base para hacer comparaciones a
nivel inter e intra-específicas, pues refleja las tendencias y el grado de los cambios
efectuados en el genoma de una especie.

La simetría del cariotipo es la condición en la que los cromosomas son
aproximadamente del mismo tamaño y poseen un centrómero medio (metacéntrico), o
submedio (submetacéntrico). Las variaciones en la asimetría del cariotipo pueden ocurrir
por cambios en la posición del centrómero, de central (metacéntrico) a subterminal
(submetacéntrico) o terminal (telocéntrico), o bien mediante la acumulación de diferencias
en el tamaño relativo entre cromosomas debido a cambios estructurales (Jones, 1977; Gupta
y Gupta, 1978; Sinhna y Roy, 1979; García, 1990) figura 3.
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Figura 3. Clasificación de los cromosomas, de acuerdo a la posición del centrómero y
relación de brazos.

Mutaciones cromosómicas

El comportamiento cromosómico se puede definir por el conjunto de cambios
fisiológicos, estructurales y dinámicos por los que atraviesan los cromosomas durante el
ciclo celular, ya sea durante la meiosis o la mitosis.

De manera espontánea o artificial se pueden presentar cambios en los
cromosomas, pudiendo ser estructurales originados por duplicaciones, deficiencias,
inversiones, translocaciones, así como fusiones y fisiones centroméricas o Robertsonianas,
los cuales afectan la ordenación lineal de los genes. Los cambios numéricos pueden afectar
a un cromosoma o a todo el complemento en conjunto, generando poliploidías o
aneuploidías. Estas alteraciones son importantes para conocer los cambios producidos en el
cariotipo durante la formación y evolución de las especies (Jones, 1977~ Lacadena, 1988).

Las mutaciones cromosómicas son cambios en la estructura, número y disposición
de los genes en los cromosomas (Rieger et al., 1982). Los cambios estructurales pueden
afectar a un solo cromosoma, como ocurre en las deleciones, duplicaciones o inversiones o
pueden afectar simultáneamente a dos o más cromosomas, como sucede en las
translocaciones. De acuerdo a Lacadena (1988), las mutaciones cromosómicas se pueden
dividir en dos:
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Estructurales

Deleción: Consiste en la pérdida de un segmento cromosómico, cuando ésta ocurre en una
parte terminal se le llama deficiencia. La ocurrencia de las deleciones varía de una especie a
otra, dependiendo además del contenido genético perdido, siendo menos perjudiciales en
las especies poliploides.

Duplicación: Produce la repetición de un segmento cromosormco de mayor o menor
extensión. Las duplicaciones han tenido gran importancia en los procesos evolutivos
naturales, y a diferencia de las deleciones son menos perjudiciales.

Inversión: Se da por el cambio de sentido de un segmento cromosómico dentro del propio
cromosoma y por tanto la ordenación de loci en él contenidos. Las inversiones pueden ser
de un solo segmento cromosómico o de varios.

Translocación: Es el cambio en la posición relativa de un segmento de cromosoma dentro
del propio cromosoma o entre otros cromosomas del complemento.

Numéricas

Fusiones céntricas: Es la reunión por translocación recíproca de dos cromosomas
telocéntricos o subtelocéntricos. Los brazos largos y los dos cortos de dos cromosomas
subtelocéntricos se fusionan respectivamente para originar dos cromosomas metacéntricos.

Fisión céntrica: Es el proceso de disociación recíproca de dos cromosomas metacéntricos,
uno con brazos largos y otro con brazos cortos, originando dos cromosomas telocéntricos o
subtelocéntricos.

Aneuploidía: Es la condición de un individuo, órgano, tejido o célula cuya constitución
cromosómica no comprende un número exacto de los juegos cromosómicos básicos propios
de la especies y se da la carencia o aumento en el número de cromosomas, sin afectar a
todo el complemento cromosómico.

Poliploidía: Es la condición de presencia de más de dos juegos de la dotación del número
básico de cromosomas (x). Encontrando series tetraploides (4x), octoploides (8x) y así
sucesivamente. La poliploidía es un fenómeno natural, pero también puede ser inducida de
manera no natural mediante diversos tratamientos experimentales.
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Citogenética en cactáceas

Información acerca de la morfología de los cromosomas y/o representación
cariotípica es aún escasa en la familia Cactaceae. Lo anterior probablemente refleja la
dificultad para preparar cromosomas de cactáceas, ya que en sus células se presentan
compuestos químicos como mucílago, cristales de oxalato de calcio y látex (Mauseth, 1983~
Gibson y Nobel, 1986), que complican la rutina del aplastamiento, obstruyendo la
observación de los cromosomas, y además el pequeño tamaño de los cromosomas hace el
análisis más dificil (Remski, 1954~ Johnson, 1980~ Cota y Wallace, 1996).

La mayoría de estos estudios han servido para conocer el número cromosómico
básico para la familia, que corresponde a x=Il, y para determinar variaciones (formas
poliploides) en el número cromosómico básico en los diferentes grupos de cactáceas. Los
análisis de las figuras meióticas han sido útiles para esclarecer el estado híbrido en distintos
miembros de la familia, en especial de las especies de Opuntia (Baker y Pinkava, 1987).

En diferentes especies de cactáceas se ha observado variabilidad inter e intra­
específica, en ambos niveles de análisis la variación se manifiesta en el número
cromosómico somático (2n),la estructura cariótipica que incluye forma de los cromosomas,
el número y posición de satélites, longitud total de la cromatina y cambios en el nivel de
ploidía. Las variaciones cromosómicas numéricas determinan la presencia de citotipos tanto
diploides como poliploides, como se ha visto en los géneros Opuntia y Mammillaria
(Remski, 1954~ Johnson, 1980~ Das et al., 1999 b; Briones, 2002). Para especies de
Mammillaria, Remski (1954) reporta tetraploides (4x), hexaploides (6x) y hasta 24 ploides
(24x), sin embargo la condición diploide es la que comúnmente se ha observado en las
especies de este género.

Hay 159 reportes de número cromosómico en especies de Mammillaria, de éstos la
mayoría corresponden a especies diploides (2n=2x=22, x= 11) (Remski, 1954~ Goldblatt y
Johnson, 1995~ Palomino et al., 1999~ Briones et al., 2004). De las especies de la serie
Supertextae se han realizado estudios del cariotipo de: M ruestii (especie tertraploide con
2n=44, Remski, 1954), M vaupel/i (2n=22, Remski, 1954), M lanata (2n=22, Gill y
Goyal, 1984),M san-angelensis (2n=22, Palomino et al., 1999), M supertexta (2n=22), M
haageana (2n=22), y M crucigera (2n=22) (Briones et al., 2004) (Tabla 1). Con estos
estudios se ha reconocido que los cariotipos de las especies de Mammillaria se caracterizan
por presentar cromosomas de tamaño pequeño y de tipo metacéntricos y submetacéntricos,
predominando los primeros. Por otra parte se ha observado variación en el número y
posición del satélite, así como en el nivel de ploidía.

9



Tabla 1. Características del cariotipo de especies diploides (2n=2x=22), de Mammillaria.

Especie Longitud total del Fórmula Número de satélites lndke de Autor
genoma haploide eariotiplca asimetría

(n>um
M. armillata 31.42 11m 2 Pares 45.71 Das et al., 1998 a
M. asteriflora 29.79 9m+2sm I par 42.57 "
M. ouricontha 26.78 8m+3sm I par 37.12 Das et al., 1999 b
M. baumii 51.28 6m+5sm I par 41.95 Das el al., 1999 e
M. bella 47.38 7m+4sm 2 pares 4125 "
M. bocasona 32.96 9m+2sm 1 par 43.80 Das et al., 1998 a
M. bombvcina 30.51 8m+3sm 1 par 39.77 "
M. boolii 31.42 10m + lsm 3 pares 38. I 1 "
M. brovoae 34.51 7m+4sm 3 pares 38.61 Das el al., 1999 b
M. brevispina 33.99 11m 2 pares 42.72 "
M. carmenae 30.90 8m+3sm 3 pares 35.90 "
M. celeriana 24.72 9m+2sm I par 43.18 "
M cotlinsti 33.48 9m+2sm 2 pares 39.65 "
M crucigera 23.81 10m + lsm 2 pares 42.55 Briones el al., 2004
M decimens 30.90 9m+2sm I par 49.19 Das el al., 1998 a
M. elegans 34.51 8m+3sm 2 pares 43.82 Das et al., 1999 e
M. elongoia 45.84 7m+4 sm 3 pares 42.16 "
M. gemtnisptna 20.86 9m+2sm 1 par 42.55 Das et al., 1998 a
M. grandiflora 32.45 9m+2sm 1 par 39.41 "
M.haageana 23.06 9m+2sm 1 par 42.71 Briones et al., 2004
M. hahniana 30.24 IOm+ Ism 2 pares 38.33 Das et al., 1998 a
M. herreroe 29.87 8m+3sm 1 par 37.57 Das el al., 1999 b
M. humboldtii 28.33 IOm+ Ism I par 39.84 "

M. klissingiana 32.70 9m+2sm 2 pares 42.57 Das el al., 1999 e
M. leucantha 26.83 IOm+lsm 2 pares 41.81 Das el al., 1999 b
M. matudae 30.39 9m+2sm 2 pares 36.53 "

M. mysliDc 32.96 9m+2sm 1 par 37.63 Das el al., 1999 e
M. occidentalis 43.26 IOm+ Ism 1 par 42.20 "
M. tectinifera 27.81 IOm+ Ism 2 pares 38.63 Das et al., 1999 b
M.plumosa 30.90 8m +3sm 1 par 37.42 Das et al., 1998 a
M pseudoperbella 29.36 8m+3sm 2 pares 38.39 Das et al., 1999 b
M. san-aneelensis 36.26 Um 2 pares 46.21 Palomino et al., 1999
M semtiervivi 30.39 9m+2sm 3 pares 35.50 Das el al., 1998 a
M spinosissima 29.87 5m+6sm 2 pares 36.99 Das el al., 1999 e
M. supertexta 26.84 10m + lsm 1 par 43.44 Briones et al. 2004
M. winterae 47.89 6m+5sm 2 pares 43.03 Das el al., 1999 e
M. woodsii 27.81 IOm+ Ism 2 pares 39.84 Das el al., 1998 a
M. zeilmanniana 32.42 8m+3sm I par 41.38 Das el al., 1999 b

Contenido nuclear de ADN

La estimación del tamaño del genoma está dada por la cuantificación del contenido
nuclear de ácido desoxirribonucleico (ADN), expresado en picogramos, 1 pg = 1O-12g,
(Cavalier-Smith, 1985) y equivalente a 980 millones de pares de bases de nucleótidos
(Bennett el al., 2000). El contenido nuclear de ADN en el genoma haploide (valor lCx,
Greilhuber el al., 2005) de eucariontes varía 80 000 veces, de 0.009 pg en la levadura
Saccharomyces cerevistae a aproximadamente 700 pg en Amoeba dubia (Cavalier-Smith,
1985). Sin embargo, a pesar de esta enorme variación hay poca correlación entre el tamaño
de genoma (valor C) y la complejidad del organismo, esta inconsistencia ha sido llamada
"la paradoja del valor C " (Thomas, 1971).
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En eucariontes, la variación en el contenido de ADN es originada principalmente
por secuencias de ADN repetitivas que no codifican funciones, Los principales tipos de
ADN altamente repetitivo incluyen a elementos genéticos móviles o transposones, satélites
y simples secuencias de núcleótidos (Petrov, 200t Kidwell, 2002). Se ha cuestionado sobre
el importante papel que desempeñan los transposones en la conformación del ADN
repetitivo que contribuye a la amplia variación del tamaño del genoma en los eucariontes.
Los transposones tienen el potencial de producir amplios cambios y rearreglos en los
genomas de sus huéspedes (Kidwell y Lisch, 2000 y 2001), las mutaciones inducida por
estos elementos genéticos móviles modifican el tamaño y la secuencia de bases en los
genomas por sustituciones, deleciones e inserciones de simples nucleótidos, o también por
rearreglos cromosómicos como deleciones, duplicaciones, inversiones y translocasiones
(Lim y Sirnmons, 1994; Cáceres et al., 1999). Particularmente, en plantas se afirma que los
transposones integran el principal tipo de ADN que no codifica a funciones y que es
altamente repetitivo en el genoma, y están presentes en las regiones de heterocromatína.
También se ha observado que en algunas plantas la variación en el tamaño del genoma está
correlacionada con el número de familias y número total de copias de transposones en el
genoma (Kumar y Bennetzen, 1999~ Bennetzen, 2000).

Por otra parte, se plantea que la variación en el contenido de ADN entre plantas de
una misma especie con el mismo nivel de ploidía se deben a duplicaciones de parte de sus
genomas y al "efecto nucleotípico" que es definido como el efecto de la variación del
contenido de ADN en el fenotipo (Bennett, 1972) y tiene influencia en varios parámetros
celulares. En este contexto el tamaño del genoma se considera como un carácter de
significado adaptativo, ya que se ha observado que mantiene fuertes correlaciones con
varias características fenotípicas de aparente significado selectivo, como son el volumen
nuclear y celular (Gregory y Herbert, 1999), duración de la mitosis y la meiosis (Bennett,
1987), tiempo mínimo de generación (Bennett, 1972~ Wakamiya, 1993), tamaño de la
semilla (Wakamiya, 1993~ Chung et al., 1998) y respuesta de las plantas al CO2 (Jasienski
y Bazzaz, 1995). Tales correlaciones sugieren que la selección natural ha jugado un papel
importante en la evolución del tamaño del genoma (Cavalier-Smith, 1985; Ohri y Khoshoo,
1987; Petrov, 2001). Al tamaño del genoma se le asocia con la adaptación a distintas
condiciones ambientales y a las distintas etapas del desarrollo en las plantas, afectando así
la variación inter e intra-específica de diferentes poblaciones o plantas individuales
(Bennett, 1972; Bennett y Smith, 1976~ Price et al., 1981; Price, 1988~ Grime y Mowforth,
1982; Jasienski y Bazzaz, 1995; Bharathan, 1996; Obrí, 1998).

En las angiospermas, las cuales representan a un grupo monofilético de
aproximadamente 250000 especies (Chase et al., 1993), los rangos del valor C varían unas
1000 veces de 2C = 0.2 pg (en Fragaria vtridis Duchensne (Rosaceae) a 250 pg en
Fritillaria assyriaca Bake (Liliaceae) (Bennett et al., 2000).

La variación del contenido de ADN ha sido útil para delimitar categorías intra
genéricas, por ejemplo en Helianthus, 18 especies diploides muestran diferencias de cuatro
veces entre el más alto (H. agreste Pollard, 2C=25.91 pg) y el más bajo (H. neglectus
Heiser, 2C=6.41 pg), estas diferencias muestran una cercana asociación con diferentes
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grupos fenéticos de especies anuales (Schilling y Heiser, 1981). En el género americano
Bulnesia se presentan diferencias entre especies diploides de hasta seis veces, lo cual es
corroborado y concordante con estudios taxonómicos (Poggio y Hunziker, 1986). Una
diferencia de dos veces el contenido nuclear de ADN ha sido observada en 12 especies
diploides del género Coffea, el rango de valores va de 2C ADN= 0.95 pg en C. racemosa a
1.78 pg en C. humtlis, y se concluye que la cantidad de ADN ha incrementado durante la
evolución en el subgénero Coffea ya que C. pseudozanguebariae, C. sessiliflora y C.
racemosa con el más bajo contenido de ADN son endémicas al este de África, el cual es el
centro de origen del género (Cros el al., 1995). La variación intra-específica ha sido
reportada en Microseris, observándose una variación de hasta un 14% entre la media 2C de
ADN entre distintas poblaciones, en las poblaciones restringidas a ambientes templados se
presentaron los valores más altos del contenido de ADN y en la poblaciones restringidas a
ambientes áridos se presentaron valores más bajos del contenido de ADN (Price el al.,
1981). En variedades y cultivares de Helianthus annus se ha reportado variación del 58%
(Cavallini el al., 1986), y 32% (Michaelson el al., 1991), además se presenta variación de
27-43% entre hojas de diferentes nodos de plantas de dos variedades.

Evidentemente el conocimiento del tamaño del genoma provee un carácter
importante de biodiversidad utilizado en diversos estudios comparativos en disciplinas
como taxonomía y sistemática, evolución, ecología, fitogeografia, biología molecular,
fisiología, desarrollo y paleontología (Greilhuber y Ehrendorfer, 1988; Masterson, 1994;
Bennett y Leitch, 1995; Price y Johnston, 1996; 000, 1998; Bennett el al., 2000). Más
recientemente varios estudios han concluido que el tamaño del genoma es un carácter
importante para predecir la respuesta de diferentes especies de plantas a los efectos del
cambio climático y otros factores ambientales tal como la radiación ionizante (Sparrow y
Miksche, 1961), el calentamiento global (MacGillivray y Grime, 1995; Grime, 1996) y los
efectos de la contaminación del suelo (Vidic el al., en Bennett y Leitch, 2003).

Estimaciones del valor e en plantas

Para el año 2004 se hamedido el contenido de ADN de más de 4121 especies de
angiospermas lo que escasamente representa el 1.4% del total de la flora mundial de las de
las plantas con flores (Bennett y Leitch, 2004), a diferencia de las gimnospermas que están
mejor representadas con un 16 % de las especies (Murray, 1998). Actualmente la
información acerca del contenido de ADN en plantas se encuentra concentrada en una base
de datos electrónica ubicada en la dirección: www.rbgKew.org.uk/cval/introduction.htlm.

Recientemente dos factores han hecho posible una investigación sobre la
distribución del valor e en el contexto filogenético de las angiospermas (Leitch el al.,
1998). El primer factor hasido la existencia de una base de datos representativa del valor C
en angiospermas y el segundo que existe un acuerdo sobre las relaciones filogenéticas entre
las angiospermas. Esta filogenia, se basa en secuencias de ADN del gen rbcL (Chase el al.,
1993), en datos del gen nuclear ribosomal 18S (Soltis et al., 1997), en datos del gen atpB
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(Savolainen el al., 1996) y en 252 caracteres morfológicos y anatómicos (Nandi el a/.,
1998). Esta aproximación revela que el valor C se ha obtenido para 152 de 500 familias
reconocidas actualmente, definiendo a especies con grandes tamaños del genoma, aquellas
que presenten valores de 14 a 35 pg, las especies con valores de 1.4 a 3.5 (los cuales son
dos y cinco veces el valor modal de C= 0.7 pg, para 2802 especies) son consideradas como
especies con genomas pequeños. En caryophyllalles la mayoría de las especies posee
valores de C cercanos al tamaño modal de todas las especies de angiospermas (IC= 0.7 pg).
Por ejemplo una sola especie de este orden tiene un genoma grande, Drosophyllum
lusitanicum (Droseracaceae; lC= 15 pg), Yla siguiente especie con el genoma más grande
es Weberbauerocereus winterianus (Cactaceae; lC= 7.1 pg) (Leitch et al., 1998).

En cactáceas, están reportadas 58 estimaciones del contenido de ADN. De éstas, el
valor más bajo corresponde a 2C ADN= 2.05 (2n=22) en Pereskia grandifolia (De Rocher
el al., 1990), y el más alto es el reportado para una especie octoploide (2n=8x=88)
Weberbauerocereus winterianus 2C ADN= 14.2 pg (Barlow, citado en Bennett y Smith,
1976). En el género Mammillaria se han reportado 40 estimaciones del contenido 2C y 4C
de ADN nuclear, la mayoría de los análisis fueron hechos por la técnica de densitometría de
feulgen. De la serie Supertextae, sólo se ha determinado el contenido nuclear de ADN por
densitrometría de feulgen para M albilanata (4C =20.32 pg) (Mohanty el a/., 1996) y por
citometría de flujo para M san-angelensis (2C =3.20 pg) (Palomino et a/., 1999) (Tabla 2).

Uno de los objetivos a cubrir en el contexto de la determinación del valor C en
plantas es realizar más estudios de floras regionales (Bennett el al., 2000) y de grupos
poco estudiados en diferentes niveles taxonómicos. Esto con el fin de tener mejor
representados los taxa, por ejemplo, de las especies de árboles tropicales del género
Lonchocarpus (Leguminosae), se han reportado valores C para 42 especies, que representan
el 31% del total del género (Palomino y Sousa, 2000).

Citometría de flujo

Las primeras estimaciones del contenido de ADN en plantas fueron hechas desde
1950 usando métodos de extracción química. El subsecuente desarrollo de otras técnicas
como la densitometría de feulgen, y más recientemente la citometría de flujo, permite la
estimación del contenido nuclear de ADN de manera más rápida y precisa (price y
Johnston, 1996; Dolezel y Bartos, 2005).

El principio de la citometría de flujo involucra el análisis de la intensidad de
fluorescencia de partículas o núcleos teñidos con fluorocromos, que son forzadas
hidrodinámicamente a pasar a través de una cámara que recibe un haz de luz intensa. Esto
genera la excitación del fluorocromo adherido a la partícula individual, diseminando un haz
de luz fluorescente, que a través de un sistema detector óptico separado por filtros convierte
al haz en pulsos eléctricos, los cuales son amplificados y digitalizados por un sistema
computarizado que muestra los resultados de la medición de la longitud de onda emitida
por las partículas teñidas a través de un histograma (Dolezel, 1991). La calidad del
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histograma se define por el valor del coeficiente de variación (CV), que es igual a la
desviación estándar entre la media del histograma, los valores de CV considerados como
confiables para el análisis del contenido de nuclear de ADN en plantas son aquellos que no
excedan cinco (Dolezel, 1991~ Dolezel et al., 1998). Con el objetivo de alinear
correctamente la lámpara, el lente objetivo y el lente ocular, el citómetro de flujo debe ser
calibrado, logrando obtener coeficientes de variación entre 0.98-1.96 (Palomino et al.,
1999).

Durante el encuentro de discusión y taller sobre el tamaño del genoma en
angiospermas, celebrado en el Royal Botanic Gardens, en Kew, en 1997 (Bennett y Leitch,
2004) como parte de una de las 10 recomendaciones para el estudio del tamaño del genoma,
se acordó que para determinar el contenido nuclear de ADN por citometría de flujo se use
un fluorocromo intercalar en la doble hélice de ADN como Yoduro de propidío (PI) y/o
Bromuro de etidío (EB), y no fluorocromos selectivos de bases como el DAPI y Hoechst
33258, que sólo marcan las bases adenina y timina y por lo tanto no se recomiendan para la
cuantificación del contenido nuclear de ADN, ya que de ser así el contenido es
subestimado.

Para la determinación del contenido nuclear de ADN en picogramos o su
composición en millones de pares de bases (1 pg = 980 Mpb; Bennett et al., 2000) por
citometría de flujo, se requiere preparar una suspensión de núcleos intactos obtenidos a
través de buffers hipotónicos, y posteriormente teñidos con un fluorocromo intercalar del
ADN. Así mismo, se requiere de una planta de referencia con valor C y ploidía conocida,
que simultáneamente se analiza con la planta de interés. En la mayoría de las plantas el
análisis del contenido de ADN de núcleos aislados de parénquima de hojas jóvenes produce
un histograma que corresponde a núcleos en la fase GoIG¡, con un contenido 2C de ADN, y
otro que corresponde a la fase G2 del ciclo celular, con 4C de ADN. Dolezel, (1991) plantea
la siguiente fórmula para la determinación del contenido nuclear de ADN:

Media del histograma GoIG¡ plantaproblema

Mediadel histograma GoIG¡ plantade referencia

Contenido 2C ADN
= ----------------- X plantade referencia (pg)

Contenido 2C ADN
plantaproblema (pg)

El citómetro de flujo también es útil para el análisis de los niveles de ploidía,
detección de aneuploides, estabilidad del genoma en cultivos in vitro, análisis del cariotipo
y mapeo de genes, determinación del sexo en plantas en estadios tempranos de su
crecimiento, duración del ciclo celular, en predicción de caracteres agronómicos, control
del desarrollo y vigor en semillas, en el monitoreo de efectos de radiación y mutágenos
químicos y en análisis de genotoxicidad (Dolezel, 1997; Dolezel y Bartos, 2005).

14



- - - ---------

Tabla 2. Contenido nuclearde ADN(pg) en especies de Mammillaria,
determinado por densitometría de feulgen y por citometríade flujo.

Especie Nivel de 2CADN 4CADN Referencia original
ploidia (PIE) (PIE)

M. albilanata 2x 20.32 Mohanty et al., 1996
M. armillata 2x 21.69 Mohanty et al., 1997 b
M. asteriflora 2x 22.06 Mohantv et al., 1997 a
M. auricantha 2x 18.66 Das et al., 1999 a
M baumii 2x 17.00 Mohantv et al., 1996
M bella 2x 20.78 Mohantv el al., 1997 a
M blossteidiana 4x 32.78 Das el al., 1999 a
M. bocasana • 2x 410 Barlow, en Bennett y Smith, 1976
M bocasana • 2x 19.46 Das el al., 1997
M bombvcina 2x 18.83 Mohanty el al., 1997 b

M. boolii • 2x 18.42 Dasetal.,1997
M. bravoae 2x 22.40 Mohantv el al., 1997 a
M brevispina 2x 24.12 "
M carmenae 2x 36.00 Mohanty el al., 1996
M. celsiana 2x 33.65 "
M colltnsii 2x 23.12 Mohantv et al., 1997 a
M compressa 4x 30.44 Das el al., 1999 a
M confusa 2x 23.89 Mohanty el al., 1997 b
M dectpiens 2x 40.72 Mohantv et al., 1996
M elegans 2x 36.46 "
M elongata 2x 20.52 Mohanty el al., 1997 a
M. geminispina 2x 22.41 Mohanty et al., 1997 b
M grandiflora • 2x 20.40 Das et al., 1997

M hahniana • 2x 19.56 ce

M. herreroe 2x 37.78 Mohanty el al., 1996
M. klissingiana 2x 18.26 Mohantv et al., 1997 a
M leucantha 2x 17.53 Das et al., 1999 a
M matudae 2x 23.08 Mohantyelal., 1997 a
M. multiceps 4x 53.09 Mohantvelal.,1996
M occidentalis • 2x 24.42 Das et al., 1997
M pecttntfera 2x 19.21 Das et al., 1999 a
Al. plumosa • 2x 26.46 Das el al., 1997
M. prolifera 4x 54.66 Mohantv et al., 1996
M. pseudoperbella 2x 15.61 Das el al., 1999 a
M rhodantha • 2x 27.78 Das et al., 1997
M. san-angelensis • 2x 3.20" Palomino el al., 1999
M sempervivi 2x 23.97 Mohantv et al., 1997 b
M. winterae 2x 24.94 "
M. woodsli " 2x 3.10 Barlow, en Bennett y Smith, 1976

M woodsii • 2x 19.99 Mohanty et al., 1997 b

M zeilmanniana • 2x 23.09 Das el ol., 1997

• Valores en la base de datos del valor C deADN (Hennett y Leitch, 2004).
.. Cf: Citometría de flujo con P[: Yoduro de propidío.

Poliploidía en cactáceas

Las variaciones cromosómicas numéricas que afectan a los cromosomas como
conjunto, aumentando el número de juegos presentes del genomade una plantase conocen
como poliploidía. El procesode poliploidización es resultado de la capacidad de las células
para modificarsu ciclo celular, en el cual la síntesisde ADN ocurre independientemente de
la mitosis. Los ciclos de endomitosis y de endorreduplicación, son los principales procesos
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que permiten que el genoma se vaya acumulando en repetidas ocasiones, otros procesos
como aborto en mitosis, formación de gametos no reducidos, fusión de núcleos o
apareamiento de células multinucleadas, pueden derivar en poliploidización, pero se
presentan de forma limitada (D' Amato, 1984). La endomitosis fue descrita por Geitler
(1939), ocurre dentro de una membrana nuclear intacta y conduce a una duplicación del
número de cromosomas durante cada ciclo mitótico. Durante la endomitosis los
cromosomas se duplican y se condensan, y las cromatidas hermanas se separan y retoman
al estado de interfase como en un ciclo mitótico. Escencialmente, la endomitosis difiere de
la mitosis por la ausencia del uso mitótico, y es común en varios grupos de animales, pero
rara en angiospermas (D' Amato, 1984). La endorreduplicación fue descrita por Levan
(1939), se presenta cuando después de un periodo de síntesis S el núcleo no entra en mitosis
sino que vuelve a experimentar otro periodo de síntesis. Este proceso ocurre en ausencia de
una condensación y descondensación de la cromatina, originando cromosomas con 2n

cromatidas, sin cambio en el número de cromosomas (Lorz, 1947; Levan y Hauschka,
1953). La endorreduplicación es el proceso más común de poliploidización en plantas y se
estima que ocurre en alrededor del 90% de las angiospermas (D' Amato, 1984). La
endomitosis es rara en plantas, y se asocia principalmente a la formación de gametos, por
ejemplo, Carputo et al., (1999) proponen que la endomitosis es el proceso por el cual se
originan gametofitos femeninos 2n en papa (Fig. 4 Y5).

G2

G1

Figura 4. Ciclo celular, señalando los procesos de endomitosis (EM) y de
endorreduplicación (ER). Periodos del ciclo celular: G1, G2 , S YM.
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Ciclo celular

Figura 5. Cambios en el contenido nuclear de ADN durante un ciclo de
endorreduplicación. El área sombreada representa el incremento del contenido de ADN
durante un ciclo celular.

La incidencia de la poliploidía puede variar ampliamente entre los grupos
superiores de plantas. Es muy común en pteridofitas y en angiospermas, siendo rara en
gimnospermas donde menos del 5% de las especies son poliploides (Masterson, 1994).
Lewis, (1980) y Goldblatt (1980), estiman que no menos del 58% de las monocotiledóneas
y 43% de dicotiledoneas son poliploides. En angiospermas el nivel de ploidía más alto es el
reportado en Sedum suaveolens (2n = SOx = 640) (Uhl, 1978). Esto muestra que la
poliploidía ha jugado un papel muy importante en la evolución de las plantas superiores, y
una característica particular en la evolución y especiación de éstas es la alopoliploidía, que
es resultado de la combinación de dos genomas diferentes de dos o más especies o géneros
ancestrales. Recientemente técnicas moleculares como la hibridación genómica in situ ha
permitido la identificación indiscutible de alopoliploides y de sus genomas ancestrales que
pueden corresponder a dos o más genomas diploides (Leitch y Bennett, 1997,2004).

La comparación entre distintos grupos de angiospermas muestra que los
poliploides pueden presentar valores de e iguales o menor que los diploides (Bennett,
1972, 1987). En un amplio rango de especies analizadas se han observado tres patrones en
la relación del valor e de ADN y el nivel de ploidía: (1) la mayoría de los poliploides
muestran ADN aditivo relativo a los diploides, (II) muchos poliploides muestran una
reducción en la cantidad de ADN con respecto a los diploides y (III) pocos poliploides
muestran un incremento en la cantidad de ADN con respecto a los diploides (Leitch y
Bennett, 2004). Por ejemplo, en poliploides de origen reciente el contenido de ADN es
directamente proporcional al de los diploides que le dieron origen. Esta relación ha sido
observada en algunas series de poliploides naturales en Hordeum (Bennett y Smith, 1976),
Leucaena (Palomino et al., 1995), en otros casos, se ha observado que no se cumple la
mencionada proporcionalidad. En poliploides de origen antiguo como Bulnesia (Poggio y
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Hunkizer, 1986) el octoploide (8.x) B. bonariensis posee el menor contenido de ADN por
genoma básico y su ADN total es la mitad del que posee el diploide (2x) B. retama. Liu et
al., (1998) reportó que la formación de alopoliploides en trigo sintético está acompañado
por una rápida eliminación no al azar de un bajo número de secuencias no codificables de
ADN en el genoma, poniendo en evidencia que la pérdida de ADN ocurre en los
poliploides, como resultado de pérdidas espontáneas de ADN no esencial. En variedades de
Agave tequilana la media del valor 1Cx (genoma monohaploide x) es ligeramente menor en
poliploides (4x y 5x) que en la variedades diploides (2x), lo que se relaciona con la perdida
de secuencia de ADN durante el proceso de poliploidización (palomino el a/., 2003). El
incremento en la cantidad de ADN de especies poliploides con respecto a sus diploides
progenitores ha sido observado en el género Linum (Cullis, 1979) y Ntcotiana (Dhillon el
al., 1983).

Hagerup (1932) Y Tischler (1934) demostraron que en las angiospermas la
frecuencia de poliploides en la flora se incrementa con la latitud, esto fue confirmado por
Love y Love (1949), quienes demostraron que la frecuencia de la poliploidía también se
encuentra relacionada con la altitud. Este hecho lo interpretaron como el resultado de la
gran resistencia de los poliploides ante condiciones ecológicas extremas (Stebbins, 1971~

Levin, 2002). La poliploidía es a menudo asociada con la selección y adaptación para un
rápido desarrollo celular, el cual a su vez se ha relacionado con un bajo contenido de ADN
(Bennett y Leitch, 1997; Bennett et a/., 2000).

En las cactáceas la poliploidía ha desempeñado un papel muy importante en la
evolución de algunos grupos de la familia. Autopoliploides y alopoliploides se han
reportado en diez géneros, triploides, tetraploides y hexaploides en Opuntia (Pinkava et al.,
1973), tetraploides en Echinocereus (Pinkava et a/., 1977; Cota y Philbrick, 1994),
tetraploides, hexaploides y hasta 24 ploides (24x) en Mammi//aria (Remski, 1954). En la
subfamilia Opuntoideae la poliploidía es más frecuente que en los miembros de la
subfamilia Cactoideae, lo que parece indicar que la poliploidía no ha influenciado
sustancialmente la especiación en ésta subfamilia (Gibson y Nobel, 1986). En el género
Mammillaria, la mayoría de los reportes corresponden a especies diploides que en su
mayoría se localizan en la República Mexicana, considerada como el centro de origen y
diversidad del género (Remski, 1954~ Johnson, 1978, 1980).

Patrón de endopoliploidía

Se define a la endopoliploidía como la condición que presentan las plantas para
tener en sus tejidos células con diferentes niveles de ploidía, generando que en el genoma
nuclear de diferentes células se presenten múltiplos del valor C, encontrando plantas con
patrón endopoliploide definidas por núcleos con valores 2C, 4C, 8C, 16C, 32C, hasta n
veces (Nagl, 1979; De Rocher el a/., 1990; Joubes y Chevalier, 2000). Se ha aceptado que
la endopoliploidía es resultado de ciclos de endorreduplicación, que es el evento más
comúnmente observado en plantas (Levan y Hauschka, 1953; Nagl, 1978; D'Amato, 1964,
1984).
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En animales, la endopoliploidía es un fenómenc frecuente en artrópodos, se
presentaen los túbulos de malpigiy glándulas salivales de varios dípteros. En mamíferos la
endopoliploidía es rara, y sólo se presentaen el trocoblasto y células del miocardio (Conlon
y Raff, 1999). En contraste la endopoliploidía, está ampliamente distribuida en las plantas,
particularmente en angiospermas (Geitler, 1953; D' Amato, 1964; Tschermak-Woess, 1971;
Nagl, 1978). En plantas el nivel de endopoliploidía más alto ha sido encontrado en tejidos
involucrados con la alimentación del embrión, como en el suspensor de Phaseolus
coccineus con un valor 8192 C y Phaseolus vulgaris con 4096 C (Nagl, 1974, 1976) Yen el
endospermo de Arum maculatum con 24756 C (Erbrich, 1965). También se ha reportado
endopoliploidía en Mesembryanthemum crystalinum (De Rocher el al., 1990), Arabidopsis
thaliana (Galbraith et al., 1991), en pepino (Gilissen el al., 1993)y en tomate (Smulders el
al., 1994).

En cactáceas, se ha reportado patrón de endopoliploidía en Pereskia grandiflora
con la presencia de núcleos con 2, 4 Y 8C (De Rocher et al., 1990) y en tejido del
parénquima de tallo de Mammillaria san-angelensis se reportó la presencia de núcleos con
hasta con 32 C ADN(palomino et al., 1999).

En plantas la distribución de células con diferentes niveles de ploidía en un tejido
específico es una característicade la etapa de desarrollo (De Rocher el al., 1990; Galbraith
el al., 1991; Smulders et al., 1994). Por ejemplo, en flores de Brassica oleraceae, Kudo y
Kimura (2001), reportan la presencia de patrón de endopoliploidía con valores máximos de
64 C en diferentes tejidos de flores maduras, observando que en botones florales sólo se
presentan células hasta con 4 C. En tejido parequimático de Mammillaria san-angelensis
(Palomino et al., 1999)también pudieronobservarque a mayor edad de la planta, mayor es
la frecuencia de núcleos con valores más altos de los múltiplos del valor C. La constancia
de un patrón de endopoliploidía en tejidos específicos de diferentes órganos, sugiere que
los ciclos de endoreduplicación en plantas constituyen una parte esencial de la información
genética programada para el desarrollo y que es necesaria para la diferenciación y para
funciones especializadas (Cebolla et al, 1999). Se ha asociado a la endopoliploidía con un
aumento del volumen celular, ocasionado por el aumento de contenido nuclear por cada
ciclo de endorreduplicación, lo cual sugiere que el endorreduplicación está involucrada en
el desarrollo y diferenciación celular (Cebolla et al., 1999; Kondorosi el al., 2000; Larkins
el al., 2001). Por ejemplo, en maíz, durante el desarrollo del endospermo las células pasan
de un ciclo de mitosis a uno de endorreduplicación, conduciendo a una masiva síntesis de
proteínas y almidón (Lur y Setter, 1993), que se relaciona con la producción de granos de
maíz (Cavallini et al., 1995).
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Taxonomía, descripción y distribución de las especies de la serie Supertextae

Taxonomía

Dentro de la familia Cactaceae, se localizan 110 géneros y 2000 especies, de este
total, 52 géneros y 850 especies se encuentran en México. Aproximadamente 18 géneros
(35%) y 715 especies (84%) son endémicas de nuestro país (Arias, 1993). Existen géneros
muy diversos como Opuntia y Mammillaria, que presentan varias decenas de especies con
gran parecido morfológico entre ellas (Guzmán et al., 2003). La mayor parte de las especies
del género Mammillaria son estrictamente endémicas para México, ya que de un total de
166 especies, 160 se encuentran en México y de ellas 150 son especies endémicas (Hunt,
1992, con modificaciones de Hernández y Godínez, 1994).

Dentro del género Mammillaria se ubica a la serie Supertextae, que corresponde a
la E/egans de Schumann, y que fue tipificada con M e/egans de Candolle, lo cual demostró
Hunt, es dudosa, ya que no se identificó por falta de tipo ni ilustración auténtica. Es muy
probable que la planta original proviniera del estado de Hidalgo, donde no existe ningún
miembro de esta serie, razones por las que se considera nomen dubium. Hunt, ha designado
como especie tipo de esta serie a M supertexta Martius ex Pfeiffer, dándole a la serie el
nombre de Supertextae (Hunt, 1987).

La clasificación de la serie Supertextae, representa una importante complejidad
taxonómica y nomenclatural. Existen discrepancias suscitadas por la posición taxonómica
de plantas consideradas por algunas autoridades como especies independientes o como
formas de alguna especie. Sin embargo, se carece de argumentos claros que sustenten una u
otra posición. Para la serie Supertextae, Hunt (1987), reconoce siete especies, mientras que
Bravo y Sánchez-Mejorada (1991), consideran 20 especies y Lüthy (1995), reconoce ocho
especies (Tabla 3).
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Tabla 3. Propuestas de clasificación taxonómica para la sene Supertextae.
Especie con sus respectivas sinonimias (-).

Hunt, (1987).

1. M haageana
-M san - angelensis
-M collina
-M conspicua
-M vaupelli

2. M supertexta
-M lanata
-M martinezti

3. M crucigera
4. M huttztlopochtlt
5.M dixanthocentron

. -M flavicentra
6. M albilanata

-M fuauxiana
-M reppenhagenit
-M tegelbergiana
-M halbtngen

7. M columbiana
-M ruestii
-M yucatanensis

Descripción

Bravo y Sánchez-M.,
(1991).

1.M haageana
2. M san - angelensis
3.M collina
4. M conspicua
5. M vaupelli
6. M supertexta

-M elegans
-M buchenaui

7.M lanata
8. M martineui
9. M crucigera
10. M huitzilopochtli
11. M dixanthocentron
12. M flavicentra
13. M albilanata
14. M fuauxiana
15.M. reppenhagenit
16. M tegelbergiana
17. M halbingeri
18. M donatii
19. M ruestii
20. M yucatanensis

Lütby, (1995).

Grupo 1. (M supertexta)

l. M albilanata
-M halbingeri
-M noureddineana,
-M reppenhagenii
-M tegelbergiana

2. M columbiana
3. M eriacantha
4.M haageana

-M collina
-M conspicua
-M meissnen

5. M supertexta

Grupo 2. (M crucigera)

6. M crucigera
-M tlalocii

7. M dixanthocentron
-M flavicentra

8. M huitzilopochtli

Los miembros de la serie Supertextae son plantas simples o cespitosas, con
ramificaciones desde la base del tallo, rara vez por dicotomía. Los tallos son globosos hasta
cilíndricos con jugo generalmente lechoso en la médula y ligeramente semilechoso en los
tubérculos. Las axilas son lanosas en mayor o menor grado, principalmente las jóvenes y
las que están en época de floración; la lana es generalmente blanca o de color amarillo
pálido. La espinación es densa cubriendo por completo el tallo e impartiéndole su colorido.
Las espinas están bien diferenciadas en centrales y radiales, las primeras rectas o
encorvadas, nunca uncinadas. Las flores son pequeñas, promediando 10 a 12 mm de
longitud, de color púrpura, rosado o amarillo. Semillas de color castaño, con testa
foveolada con densidad aproximada de 142 fovéolas por mm' (Bravo y Sánchez-Mejorada,
1991). Estos son los caracteres diagnósticos más importantes de los miembros de la serie,
los autores de esta descripción reconocen 20 especies. La descripción taxonómica de las
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siete especies de Mammillaria involucradas en este trabajo, se baso en la propuesta de
Bravo y Sánchez-Mejorada, (1991):

M albilanata Backeberg

Tallo simple ocasionalmente ramoso, globoso hasta cortamente cilíndrico, ápice
hundido. Tubérculos en 13 y 21 series espiraladas, cónico-cilíndrico. Axilas con lana larga,
pilosa, gruesa, rizada. Aréolas desde circulares hasta ovales, las muy jóvenes con corta lana
blanca. Espinas radiales 15 a 20, aciculares de color blanco yesoso. Espinas centrales 2 a
veces cuatro, subuladas, rectas, blancas o color crema. Flores con los segmentos interiores
del perianto de color rojo carmín. Fruto rosado hasta rojo conservando adheridos los restos
secos del perianto. Semillas encorvado-piriformes, con testa finamente rugosa, de color
castaño claro.

M crucigera Martius

Tallo simple o cespitoso ramificado pro dicotomía, globosos hasta cilíndricos con
el ápice hundido. Tubérculos dispuestos en 8 y 13 o 13 y 21 series espiraladas. Axilas de
los tubérculos jóvenes con abundante lana blanca, después desnudas. Aréolas circulares con
escasa lana blanca sólo en las más jóvenes. Espinas radiales 24 a 30 desde finamente
aciculares hasta setosas. Espinas centrales generalmente 4, a veces sólo 2 o 3 ya veces 5 o
6, fuertemente subuladas rectas, de color amarillento y con la punta oscura. Flores
infundibuliformes, segmentos interiores del perianto lanceolados con el margen aserrado,
con 4 a 5 lóbulos del estigma de color rojo carmín hasta violeta. Fruto claviforme, rojo,
conservando los restos secos del perianto. Semillas encorvado-piriformes.

M dixanthocentron Backeberg

Tallo simple, cilíndrico. Tubérculos dispuestos en 13 y 21 series espiraladas,
cónicos, de sección redondeada o ligeramente ovalada. Axilas con abundante lana blanca
hasta la altura de los tubérculos. Aréolas circulares, las jóvenes con lana blanca. Espinas
radiales 14 a 16, de 3 a 6 mm de longitud, siendo las laterales las más largas, aciculares,
rectas y lísas, de color amarillo intenso hacia abajo y blancas hacia arriba. Espinas centrales
2 o 4, dirigidas hacia arriba y hacia abajo o dispuestas en forma de cruz, la espina inferior
encorvada hacia abajo, de color amarillo y más tarde castaño. Flores brotando en corona,
infundibuliformes, estilo dos veces más largo que los estambres, con cuatro lóbulos del
estigma de color amarillo verdoso. Fruto delgadamente encorvado-claviforme de color
anaranjado. Semilla piriforme, testa foveolada.

M flavicentra Backeberg

Tallo al principio globoso con el tiempo se vuelve cilíndrico. Tubérculos
dispuestos en 21 y 34 series espiraladas, piramidales. Axilas con lana crespa sin cerdas.
Aréolas desnudas. Espinas radiales alrededor de 22 a 24, aciculares. Espinas centrales 4 a 6
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delgadamente subuladas, de color amarillo. Flores rojas de J a 4 mm de diámetro. Fruto
claviforme de color rosa arriba. Semilla de color castaño oscuro.

M haageana Pfeiffer

Tallo simple a veces cespitoso, globoso o cilíndrico, ápice redondeado con el
centro hundido. Tubérculos dispuestos en 13 y 21 series espiraladas, cónico-piramidales,
cuadrilaterales. Axilas con lana blanca flocosa, con el tiempo desnudas. Aréolas ovales al
principio con lana blanca, después desnudas. Espinas radiales 18 a 20 aciculares
ligeramente arqueado-ascendentes. Espinas centrales 2 siendo la inferior la más larga,
ligeramente encorvadas, divergentes hacia arriba y hacia abajo. Flores infundibuliformes
con segmentos exteriores del perianto lineares, con tres lóbulos de estigma de color verde
oliva pálido. Fruto cilíndrico-claviforme rojo arriba y rozado abajo, conservando adheridos
los restos secos del perianto. Semillas encorvado-piriformes de color castafto-oliváceo.

M huitzilopochtli D.R Hunt

Tallo globoso hasta claviforme-cilindroide. Tubérculos dispuestos en 13 y 21
series espiraladas, obtusamente cónico-cilíndricos. Axilas desnudas salvo en época de
floración. Aréolas elípticas, al principio con lana y después desnudas. Espinas radiales 15 a
30 de color blanco vítreo. Espinas centrales en plantas jóvenes O a 1, rara vez dos, los
ejemplares adultos desarrollan una espina central adicional, subulada de color castaño muy
oscuro hasta negro. Flores tubular-infundibuliformes de color rojo-carmesí. Fruto
cilíndrico-claviforme, conservando adheridos restos secos del perianto. Semillas piriformes.

M supertexta Martius ex Pfeiffer

Tallo subgloboso, a veces oblongo. Tubérculos, cónicos, comprimidos. Axilas
abundantemente lanosas, principalmente las del ápice. Aréolas subnudas, con tomento
escaso amarillento. Espinas radiales 16 a 18, blancas radiadas dispuestas en dos series.
Espinas centrales 2 siempre con la punta negruzca. Flores con los segmentos interiores del
perianto de color rosa-rojizos, con la franja media más oscura, con 5 lóbulos del estigma de
color amarillo. Semillas piriformes y de color castaño.

Distribución

El área de distribución de las especies del género Mammtllaria; casi en su totalidad
se restringe a la República Mexicana, teniendo como límites, al norte, los estados del
sureste de los Estados Unidos y sus límites al sur hasta Venezuela y Colombia, así como en
la Antillas (Bravo, 1978) (Fig. 6-A).

Los integrantes de la serie Supertextae están distribuidos al sur del Eje Volcánico,
desde el sur de Puebla y suroeste de Veracruz hasta Yucatán, y desde Morelos y Guerrero
hasta Oaxaca y Chiapas, también se encuentra una especie en el Valle de México M san-
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angelensis y M reppenhagenii en el estado de Colima (Bravo y Sánchez-Mejorada, 1991),
y con la excepción de M columbiana, que se encuentra ampliamente distribuida desde
Yucatán, en las Antillas y hasta Venezuela y Colombia (Hunt, 1987) (Fig. 6-B). Estas
especies representan alto grado de endemismo, la mayoría de ellas se encuentran
localizadas dentro de la República Mexicana. Las sietes especies de Mammillaria que se
estudian en éste trabajo se encuentran localizadas dentro del área de la provincia florística
de Tehuacán - Cuicatlán, caracterizada por la presencia de distintos tipos de vegetación
(Rzedowski, 1988) y considerada como una de las áreas prioritarias en México para la
conservación de la biodiversidad (Arriaga el al., 2000).

Estas especies, al igual que otras cactáceas, tienen un importante potencial
hortícola-ornamental, por lo que han sido afectadas por el saqueo. Tomando en
consideración que estas plantas presentan una baja tasa de crecimiento, largos ciclos de
vida y baja tasa de reclutamiento, son vulnerables a la colecta ilegal y degradación del
hábitat. Además algunas especies endémicas están solamente en localidades muy
restringidas y extremadamente discontinuas, lo que las pone en mayor riesgo de amenaza
(Hernándezy Gómez-H, 2002).

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-059-ECOL-2001, Mammillaria
crucigera, M dixanthocemron y Mammillaria huitzilopochtli son consideradas como
especies endémicas y sujetas a protección especial (SEMARNAT, 2002). Las especies de la
serie Supertextae, como parte de la familia Cactaceae, aparecen en el apéndice II de la
Convención Internacional del Comercio de Especies Amenazadas de Flora y Fauna
Silvestre (CITES) (Hunt, 1999), donde se incluyen especies que no se encuentran
necesariamente en peligro de extinción, pero cuyo comercio debe controlarse a fin de evitar
una utilización incompatible con su supervivencia.
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Figura 6. A) Área de distribución de las especies del género Mammillaria y B) área de
distribución de las especies de Mammillaria de la serie Supertextae (Tomado de: Pilbeam,
1999).
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OBJETIVOS

General: Obtener y analizar los canotipos, el comportamiento de los cromosomas

meióticos, así como determinar el tamaño y composición del genoma por citometria de

flujo de Mammtllaria albilanata, M dixaruhocentron, M flavicerura y M huitzilopochtli, y

de M crucigera, M haageana y M supertexta obtener el tamaño y la composición de su

genoma.

Particulares:

• Obtener el número cromosómico somático (2n), básico (x), el nivel de

ploidía, y elaborar los cariotipos de Mammillaria albilanata, M

dixanthocentron, M flavicentra y M huuzilopochtli, determinando la

variación inter - específica.

• Conocer el comportamiento meiótico, determinando la presencia de

bivalentes o multivalentes, frecuencia de quiasmas (Fq) e índice de

recombinación (IR), así como el porcentaje de polen viable de las

especies mencionadas.

• Determinar el tamaño del genoma, cuantificando el contenido de ADN

en pg, y su composición en Mpb (millones de pares de bases de

nucleótidos), niveles de ploidía y patrón de endopoloploidía por

citometría de flujo para las siete especies mencionadas.
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MATERIALES y MÉTODOS

Especies estudiadas

Los ejemplares de las especies de la serie Supertextae en los cuales se realizó este
trabajo, se colectaron en los estados de Puebla y Oaxaca. Los ejemplares colectados se
mantienen en los invernaderos del Jardín Botánico del Instituto de Biología-UNAM (Tabla
4~ Fig. 7, a y b).

Se depositaron en el Herbario Nacional de México MEXU (UNAM) un ejemplar
de cada especie colectada. Los números de colecta correspondientes se indican en la tabla
4.

Tabla 4. Datos de colecta de las especies de Mammillaria de la serieSupertextae.

Especie Colector Número de Localidad
colecta

M albilanata J. Reyes y F. 3843 Quiotepec, Oaxaca.
Briones

M crucigera J. Reyes y F. 3857 Tilapa, Puebla.
Briones

M dixanthocentron J. Reyes y F. 4823 Los Cues, Oaxaca.
Briones

M flavicerura J. Reyes 4821 Concepción Buenavista,
Oaxaca.

M haageana J. Reyes y F. 3834 Huajupan de León,
Briones Oaxaca.

M huitzilopochtli J. Reyes 4822 Cuicatlán,Oaxaca.

M supertexta J. Reyes y F. 3851 Quiotepec, Oaxaca.
Briones
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Figura 7 a. A) Mammillaria albilanata, B) M crucigera y C) M dixanthocentron.
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Figura 7 b. D) M flavicentra, E) M haageana, F) M huitzilopochtli y G) M supertexta.
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Técnica para el análisis de cromosomas mitóticos

- Pretratamiento. Para el estudio de los cromosomas en la mitosis, se colectaron meristemos
radiculares que se cortaron entre las 7 y 8 a.m. Posteriormente se mantuvieron en una
solución mitostática de 8-hidroxiquinoleína 0.002 M por 6 hrs a 18-20° C y en oscuridad.
En dicha solución se sumergió aproximadamente 1 cm de raíz donde se encuentra presente
el meristemo.

- Fijación. Una vez concluido el tiempo en el mitostático, se procedió a hacer la fijación en
una solución de alcohol etílico 96° y ácido acético glacial, en una proporción de 3:1v/v por
un tiempo de 24 a 48 hrs.

- Hidrólisis. Después de la fijación se lavaron las raíces y se hidrolizaron en una solución
de HC11 N a 60 ° C, durante 12 minutos.

- Tinción. La tinción se realizó con el colorante reactivo de Schiff (Feulgen), dejándola en
dicha solución durante 15 minutos a temperatura ambiente y en oscuridad, para observar las
regiones meristemáticas teñidas de morado.

- Elaboración de preparaciones. De la muestra del tejido teñido se cortó aproximadamente
un milímetro y se colocó en un portaobjetos añadiéndole una gota de propio-orceína al
1.8%, se le colocó el cubreobjetos y con la punta de unas pinzas se golpeó suavemente
hasta esparcir el tejido. Las laminillas se hicieron permanentes con el método del hielo seco
propuesto por Conger y Fairchild (1953), deshidratadas en alcohol etílico al 96% Y fueron
montadas en bálsamo de Canadá.

- Análisis de preparaciones. Una vez obtenida la preparación se procedió a seleccionar de
cada especie de una a seis células, en las que los cromosomas se encuentren bien separados
y en un solo plano. Posteriormente se procedió a tomar una fotografia con un
Fotomicroscopio Carl Zeiss 1I,con un objetivo de 100x.

- Elaboración de cariotipos e idiogramas. A partir de la fotografia, los cromosomas se
dibujaron mediante la proyección de los negativos en un proyector de transparencias y se
homologaron de acuerdo a la longitud de sus brazos y a la longitud total (Lt) de cada uno de
los cromosomas. También se determinó la relación de brazos (r) dada por el cociente del
brazo largo entre el brazo corto de acuerdo con Levan el al., (1964), la longitud relativa
porcentual (L%), que representa el cociente de la longitud total de cada cromosoma del
complemento cromosómico entre la longitud total de todos los cromosomas por 100
(Sinhna y Roy, 1979; García, 1990), y el índice de asimetría TF(%) (Gupta y Gupta, 1978;
Sinhna y Roy, 1979), a través de la siguiente fórmula:

TF%=
I; Totalde los brazoscortosde los cromosomas

I; Totalde la longitud de los cromosomas
x 100

30



La clasificación del cariotipo se realizó siguiendo los criterios de Levan el al..
(1964), donde la posicióndel centrómero es determinante para su clasificación.

A partir de las fotografias se elaboró el idiograma, ordenando los cromosomas por
parejas de homólogos de acuerdo a su tamaño y posición de centrómero, quedando
representados de manera decreciente con respecto a su tamaño.

Técnica para el análisis de cromosomas meióticos

Para el estudio de los cromosomas en meiosis, se utilizaron las anteras de botones
floralesjóvenes, en los cuales se encuentranlas células madresde polen (CMP).

- Fijación. En este caso a diferencia de la mitosis no es necesario realizar todos los pasos,
las anteras se pueden ver en fresco o se pueden fijar en la solución de alcohol y ácido
acético 3:1 v/v por tiempo indefinido.

- Elaboración de preparaciones. Para observar las muestras, se cortó transversalmente una
pequeña porción de las anteras (0.5-1mm) colocándose en un portaobjetos con una gota de
colorante propio-orceína al 1.8 %, se colocó un cubreobjetos y con la punta de unas pinzas
se golpeó suavementehasta esparcir el tejido para su observación al microscopio óptico.
Las preparaciones se hicieronpermanentes por el método de Conger y Fairchild (1953).

- Análisis de preparaciones. De las preparaciones se analiza en la metafase1de la meiosis,
el tipo de asociaciones entre homólogos, y la cuantificando de bivalentes o multivalentes
que se pueden encontrar en configuración de anillo (ITa) o de cadena (ITc). También se
determinó el promedio de quiasmas por núcleo (Fq), y el índice de recombinación (IR) de
acuerdo a Sáez y Cardoso (1978), utilizando las siguientesfórmulas:

Número total de quiasmaspor núcleo
Fq=

Número total de núcleos

IR= Número de bivalentes (número haploide) + Promedio de quiasmas de todos
los cromosomas de una célula
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Determinación de viabilidad de polen

Con la finalidad de corroborar si las especies de la serie Supertextae tienen un
posible origen híbrido y presentan un comportamiento normal en meiosís, se determino la
viabilidad de polen, para 10 cual se empleó la metodología propuesta por Radford et al.,
(1974). El polen se colectó en un portaobjetos agregándole una gota de lactofenol (azul de
algodón) y colocándole un cubreobjetos durante 20 mino Se analizaron 3 individuos por
especie entre las 11 y 14 hrs durante los meses de diciembre a marzo del 2003, y de cada
individuo al menos se contaron 1000 granos de polen.

Se consideraron los granos de polen viables, aquellos que se tiñeron
completamente de azul y conservaron su forma esférica. Los granos de polen inviables se
observaron transparentes, vacíos o teñidos parcialmente.

Técnica para la determinación del contenido nuclear de ADN por citometría de flujo

Para la cuantificación del contenido nuclear de ADN en picogramos (pg), su
composición en millones de pares de bases de nucleótidos (Mpb), el nivel de ploidía y el
patrón de endopoliploidía de Mammillaria albi/anata, M crucigera M dixanthocentron, M
flavicentra, M haageana, M huitzi/opocht/i, y M supertexta se realizaron los siguientes
pasos:

Manejo de las plantas

Se utilizaron plantas colectadas en campo (Tabla 4), con un tamaño aproximado de
1.5-3.0 cm de altura (Fig. 8 Y 9); se eligieron plantas juveniles ya que presentan menos
compuestos químicos como mucílago, cristales de oxalato de calcio y látex, los cuales
interfieren en la obtención de núcleos de parénquima foliar, ocasionando que se incremente
el valor de los coeficientes de variación (CV), que para validar la replica el CV no debe ser
mayor a 5 (Dolezel, 1991).

Además, con la finalidad de tener disponibles más plantas jóvenes para estos
análisis, se obtuvieron plantas propagadas por semillas y propagadas por cultivo in vitro
(Fig. 8 Y9). Estas últimas provinieron de la germinación in vitro de semillas y de explantes
de las plántulas obtenidas de la germinación (Briones, 2002) (Fig. 8).

32



La propagación convencional de las semillas de Mammillaria, se realizó como lo
propone Reyes, (1997):

- Se lavo un frasco de boca ancha con cloro al 10 % Yluego se enjuagó con agua hervida.

- El sustrato estuvo compuesto de tierra negra y tepojal, en una proporción de 1:l. Esta
mezcla se puso a calentar por 5 minutos en horno de microondas. Al enfriarse, el sustrato se
colocó en el frasco y se humedeció con agua estéril a punto de saturación.

- Las semillas fueron sumergidas en agua destilada estéril a 50° C durante 5 minutos. Una
vez a temperatura ambiente, las semillas se sumergieron durante cinco minutos en una
solución de agua con cloro, en una proporción de 7:3. Las semillas se enjuagan con agua
estéril.

- Las semillas se colocaron en una caja de petri y se les agrego una solución fungicida hasta
cubrir las semillas durante cinco minutos (1 gr de Captan en 100 ml de agua destilada
estéril).

- Finalmente, con un pincel las semillas fueron esparcidas dentro del frasco, y con una
aguja de disección se procedió a ponerlas en pequeños surcos. El frasco se tapó.

Se utilizaron plántulas de nueve meses de edad, y otras se incorporaron a las
colecciones del Jardín Botánico IB-UNAM (Fig. 9).
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Figura 8. Plantas utilizadas para el análisis en el citómetro de flujo.

Figura 9. Plántulas de Mammillaria albilanata de nueve meses de edad que se
utilizaron para la citometría de flujo.
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Preparaciónde reactivos para la citometríade flujo

Para la calibración del citómetro de flujo (Cf) y para la elaboración y análisis
de muestras de Mammillaria por citometría de flujo, se emplearon los siguientes reactivos:
Solución 1 y 2 de OTTO (Otto, 1990) como buffer, Yoduro de propidío (1 mg/ml, Dolezel
el a/., 1992) como colorante fluorescente y RNAsa (1 mg/ml) para eliminar el ARN que se
encuentra en el núcleo de mitocondrias o c1oroplastos (Dolezel el al., 1992). La
composicióny preparaciónde las soluciones se describe a continuación.

Otto 1

- Tomar4.2 g ácido cítrico(0.1 M), 1.0mI de Tween20 (0.5 %), Yaforara 200 mI con aguadeionizada.
- Filtrar en 1.IDa malla de nylon de 0.47 J..lID. Yse almacenó en refrigeración a 4 oc.

Ott02

- Tomar 28.65g de Na2IIP04 .12 H20 (0.4 M), calentaren agua deionizada a 50 - 60°C.
- Aforar a 200 mI con agua deionizada y filtrar en una malla de nylon de 0.47 J..lID.. Almacenar a

temperatura ambiente y en la oscuridad.

Yoduro de propidío (PI)

- Se disuelven 25 mg de IP en 25 mI de agua deionizada (17 Mohms), y se agita durante60 mino
- La solución se pasa a través de un filtro de 0.22 J..lID. Yse almacenaen un ultracongelador a -

70°C.

RNAsa

- Se disuelven 25 mg de RNAsa en 25 mI de agua deionizada (17 Mohms), y se inactiva la
RNAsa a una temperatura de 90°C por 15 min, en baño maría donde la la RNAsa debe estar a
90°Cy la temperatura del agua en agitación en 1.ID rango de 95°C - 97°C.

- La soluciónse filtrausandoun filtro de 0.22 J..lID. Yse almacenaen un ultracongelador a una
temperatura de - 70°C.

Calibracióndel citómetrode flujo

Para la calibración del citómetro de tlujo, se emplearon eritrocitos de pollo,
preparados de acuerdoa Palomino el al., (1999).

- Tomar500 111 de Otto 1.
- Agitar la muestradel stock de eritrocitosde pollo.
- Agregar 10 111 de soluciónstock de eritrocitosde pollo.
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- Agitar con unajeringa de 1 a 3 mI. Si se observan muchos agrupamientos en la
pantalla del citómetrode flujo repetir la muestra,

- Añadir 2 ml de Orto 2.
- Añadir 125 111 de solución stock de IP.
- Añadir 125 111 de soluciónstock de RNAsa.
- Filtrar empleandocon una malla de nylon de 30 - 50 um.

Preparación de las muestras para determinarel contenido nuclear de ADN

Para la preparación de las muestras y la determinación del contenido nuclear de
ADN, se procedió de la siguientemanera:

~ Se utilizó como planta de referencia Lycopersicon esculentum 2C ADN =1.96 pg
(Dolezel et al., 1992).

~ Se obtuvieron 550 mg de tejido del parénquima del tallo de Mammillaria (tubérculos y
el tejido interno), y 3 mg de hoja joven de L. esculentum, que simultáneamente fueron
picados finamente con una navaja de rasurar en una caja petri conteniendo 3 ml de
soluciónOtto 1 (ácido cítrico 0.1 M Y0.5% Tween20).

~ El material una vez picado se incubó por 15 minutos a temperatura ambiente y se filtró
en una malla de nylon de 30 a 50 um.

~ A la muestra filtrada se le centrifugó dos veces por 3 minutos a 1000 rpm, quitando el
sobrenadante y al precipitado que contiene los núcleos, se le agregaron 500 111 de la
solución Orto l.

~ A los núcleos en Orto 1 se le añadieron 2 ml de solución Otto 2 (Na2HP04.12H20 0.4
M) Yse incubó por 15 minutos a temperaturaambiente.

~ Posteriormentese le agregaron 125 111 de RNAsa y 125 111 de PI (yoduro de propidío).

~ Finalmente la soluciónse filtró y se analizó en el citómetrode flujo.

Para la determinación del patrón de endopoliploidía, solo se tomaron 300 mg de
tejido del parénquima foliar de las especies de Mammillaria, del cual se obtuvieron los
núcleos que fueron aislados y teñidos por el mismo procedimiento para determinar el
contenido nuclear de ADN.

Análisis en el citómetro de flujo

Se utilizó un Citómetro de Flujo Partec TI, calibrado con núcleos de eritrocitos de
pollo, logrando tener un coeficiente de variación de entre 1.0 y 2.0. Esta rutina se repitió
cada vez que se utilizó el citómetro de flujo para la lectura de muestras. En total se
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analizaron cinco plantas por especie, y de cada planta se hicieron como mínimo tres
replicas, en cada replica al menos se analizaron 10 000 núcleos.

Para determinar el contenido nuclear de ADN, el primer histograma, que
correspondió a los núcleos en la etapa G1 (2C de ADN) de Lycopersicum esculentum, se
posicionó en el canal 50. Para poder visualizar en pantalla los histogramas del patrón de
endopoliploidía en las siete especies estudiadas, el primer histograma que correspondió a
los núcleos en con 2C de ADN, se posicionó en el canal 25. La posición de los histogramas,
sus áreas y coeficientes de variación fueron calculados utilizando el software DPAC (partec
GmbH). El contenido del genoma nuclear se calculó de acuerdo a Dolezel, (1991) usando la
siguiente fórmula:

2e ADN de Mammillaria sp. (pg) = l' del histograma G]/Go deMammillaria sp. x 1.96 (pg)
l' del histograma G¡/Go de L. esculentum

1 pg = 980 Mpb (Bennett et al., 2000).

Análisis estadísticos

Para evaluar las diferencias en el promedio del tamaño del genoma en picogramos
(pg) entre las siete especies de Mammillaria, se utilizó un análisis de varianza (ANOVA)
bajo un diseño factorial anidado-desbalanceado. El primer nivel de análisis correspondió a
las especies, el segundo a cinco individuos por especie y el tercer nivel correspondió a tres
a ocho repeticiones por individuos (7 especies. x 5 individuos. x 3-8 repeticiones).
Adicionalmente, se realizó el análisis de los datos bajo el método de Máxima Verosimilitud
Restringida (REML), y en ambos casos se comprobó la homogeneidad de varianzas. Para la
realización de estas pruebas se utilizó el software JMP versión 5.01.
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RESULTADOS

Cariotipos

Se observó la presencia del número cromosómico diploide 2n = 2x = 22 en
Mammillaria albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M huitztlopochüi (Tabla 9,
Fig. 10 A-D Y Fig. 11), en M dixanthocentron se observó el n=l1, corroborando el x=11
informado para el género Mammillaria y ia familia Cactaceae.

Los complementos cromosómicos de las cuatro especies se ordenaron por pares de
homólogos y por su longitud, siendo el par cromosómico 1 el de mayor tamaño y el par
cromosómico 11 el de menor tamaño (Fig. 11).

Mamnrillaria albllanaia

Longitud cromosómica

El intervalo de longitud total de los 11 pares de cromosomas corresponde a 1.56­
3.37 11m. Los pares cromosómicos 1 y 2 mostraron la mayor diferencia en su longitud, de
0.46 11m, así como en los pares 8 y 9 con 0.26 11m y la diferencia mínima se daentre los
pares 6 y 7, con 0.9 11m (Tabla 5).

En el complemento cromosómico de esta especie, los cromosomas mostraron el
brazo corto y el brazo largo de la misma longitud, aunque en otros casos se observó
variación en sus respectivas medidas, y sin embargo al clasificar los cromosomas mediante
la fórmula de Levan el al., (1964) resultaron corresponder a metacéntricos (Tabla 5). La
longitud del brazo corto del par cromosómico de menor tamaño (No. 11) fue de 0.78 11m y
1.48 11m para el par de mayor tamaño (No.1).

La longitud total del genoma haploide fue de 25.78 11m (Tabla 5).

En cuanto al tamaño relativo porcentual de los pares cromosómicos, el intervalo de
valores es de 6.05-13.07 11m, en el par 11 y 1 respectivamente.

Morfología cromosómica

M albilanata presenta una fórmula cariotípica con 11m, esto es once pares de
cromosomas metacéntricos (Fig. 11).

Presencia de satélites

En el brazo corto del par cromosómico 1, se observó un par de satélites de forma
esférica, de 0.37 11m.
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Índice de asimetría

El índice de asimetría (TF%) en el cariotipo de M albilanata es de 46.50%
(Tabla 5).

Tabla 5. Longitud total del brazo corto y largo, tamaño relativo (L%) y relación de brazos
(r) del complemento cromosómico de Mammillaria a/bi/anata.

Par Longitud de brazos (I.Im) Satélites Total Tamaño Relación de Clasificación
cromo- (I.Im) (1.1m) relativo (L%) brazos (r) cromosómica •
sómico Corto Largo

X EE X EE X EE
1 1.48 tO.OS 1.52 t 0.05 0.37 3.37 t 0.08 13.07 1.02 m
2 1.43 tO.05 1.48 t 0.05 2.91 t 0.07 11.28 1.03 m
3 1.24 t 0.05 1.48 t 0.05 2.72 tO.07 10.55 1.19 m
4 1.11 tO.04 1.48 t 0.05 2.59 ± 0.07 10.04 1.33 m
5 1.11 tO.04 1.29 t 0.05 2.40 t 0.07 9.30 1.16 m
6 1.11 tO.04 1.29 t 0.05 2.40 tO.07 9.30 1.16 m
7 1.11 tO.04 1.20 t 0.04 2.31 t 0.06 8.96 1.08 m
8 0.96 t 0.04 1.10±0.04 2.06 tO.06 7.99 1.14 m
9 0.83 tO.04 0.97 tO.04 1.80 t 0.06 6.98 1.16 m
10 0.83 tO.04 0.83 ±0.04 1.66 tO.05 6.43 1.00 m
11 0.78tO.04 0.78 t 0.04 1.56 ± 0.05 6.05 1.00 m

25.78 ± 0.23 99.95

Intervalo de longitud de los cromosomas: 1.56 - 3.37 IJm
Longitud total del genoma: 25.78 IJm
índice de asimetría (TF%): 46.50
Fórmula cariotípica: 11 paresde metacéntricos. * De acuerdo a Levan et al., (1964).

Mammillaria dixathocentron

Longitud cromosómica

El intervalo de longitud total de los 1l pares de cromosomas fue de 1.54-2.53 um.
Los pares cromosómicos 10 Y l 1 mostraron la mayor diferencia en su longitud, de

0.22 um, así como entre los pares 2 y 3, con una diferencia de 0.19 um, la mínima
diferencia se observo entre los pares 4 y 5 (Tabla 6).

En el complemento cromosómico de esta especie, los cromosomas mostraron el
brazo corto y el brazo largo de la misma longitud, aunque en otros casos se observó
variación en sus medidas. La longitud del brazo corto, del par cromosómico de menor
tamaño (No. 11) fue de 0.681lm y 1.19 um para el parde mayor tamaño (No.1).

La longitud total del genoma haploide fue de 22.98 um (Tabla 6).
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En cuantoal tamaño relativo porcentual de los pares cromosómicos, el intervalo de
valores es de 6.70-11.00 um, en el par 11 Y1 respectivamente.

Morfología cromosómica

M dixanthocentron presentauna fórmula cariotípica con 11m, esto es once pares
de cromosomas metacéntricos (Fig. 11).

Presenciade satélites

En el brazo corto del par cromosómico 2, se observó un par de satélites de forma
esférica, de 0.27 um,

Índice de asimetría

El índice de asimetria(TF%) en el cariotipo de M dixanthocentron es de 44.38%
(Tabla 6). e

Tabla 6. Longitud total del brazo cortoy largo, tamafio relativo (L%), y relaciónde brazos
(r) del complemento cromosómico de Mammillaria dixanthocentron.

Par Longitud de brazos (IJm) Satélites Total Tamaño Relación de Clasificación
cromo- (IJm) (pm) relativo (L%) brazos (r) cromosómica •
s6mico Corto Largo

X EE X EE X EE
1 1.19 ±0.04 1.34 ± 0.05 2.53 ±0.07 11.00 1.12 m
2 0.99 ±0.04 1.25 ± 0.05 0.27 2.51 ± 0.07 10.92 1.26 m
3 1.03 ±0.04 1.29 ± 0.05 2.32 ±0.06 10.09 1.25 m
4 0.99 ± 0.04 1.22 ± 0.05 2.21 ± 0.06 9.61 1.23 m
5 1.00 ± 0.04 1.18±0.04 2.18 ± 0.06 9.48 1.18 m
6 0.94 ± 0.04 1.16±0.04 2.10 ± 0.06 9.13 1.23 m
7 0.92 ± 0.04 1.11 ±0.04 2.03 ±0.06 8.83 1.20 m
8 0.83 ±0.04 1.10 ± 0.04 1.93 ± 0.06 8.39 1.32 m
9 0.85 ± 0.04 1.02 ± 0.04 1.87 ± 0.06 8.13 1.20 m
10 0.78 ± 0.04 0.98 ±0.04 1.76 ± 0.06 7.65 1.25 m
11 0.68 ± 0.03 0.86 ±0.04 1.54 ± 0.05 6.70 1.26 m

22.98 ± 0.21 99.93

Intervalo de longitud de los cromosomas: 1.54 - 2.53 IJm
Longitud total del genoma: 22.981Jm
indice de asimetría (TF%): 44.38
Fórmula cariotípica: 11 pares de metacéntricos. * De acuerdo a Levan et al., (1964).
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Mammillaria flavicemra

Longitud cromosómica

El intervalo de longitud total de los 11 pares de cromosomas corresponde a 1.90­
3.73 um, Los pares cromosómicos 9 y 10 mostraron una diferencia en su longitud, de 0.39
um, así como entre los pares 2 y 3, con una diferencia de 0.31 um, la mínima diferencia se
observa entre los pares 6 y 7 (Tabla 7).

En el complemento cromosómico de esta especie, los cromosomas mostraron el
brazo corto y el brazo largo de la misma longitud, aunque también se observó variación en
sus medidas. La longitud del brazo corto, del par cromosómico de menor tamaño (No. 11)
fue de 0.76Jlm y 1.46 um para el par de mayor tamaño (No.1).

La longitud total del genoma haploide fue de 30.37 um (Tabla 7).

En cuanto al tamaño relativo porcentual de los pares cromosómicos, el intervalo de
valores correspondió a 6.25-12.28 um, en el par 11 y 1 respectivamente.

Morfología cromosómica

M flavtcentra presenta una fórmula cariotípica con 11m, esto es once pares de
cromosomas metacéntricos (Fig. 11).

Presencia de satélites

En el brazo corto del par cromosómico 1, se observó un par de satélites de forma
esférica, de 0.60 um.

Índice de asimetría

El índice de asimetría (TF%) en el cariotipo de M flavicentra fue de 45.97%
(Tabla 7).
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Tabla 7. Longitud total del brazo corto y largo, tamaño relativo (L%), y relación de brazos
(r) del complemento cromosómico de Mammillariaflavicentra.

Par Longitudde brazos (urn) Satélites Total Tamaño Relación de Clasificación
cromo- (¡.1m) (um) relativo(L%) brazos(r) cromosómica •
sómico Corto Largo

X EE X EE X EE
1 1.46 ±0.05 1.67 ± 0.05 0.60 3.73 ±0.08 12.28 1.14 m
2 1.65 ± 0.05 1.85 ± 0.06 3.50 ±0.08 11.52 1.12 m
3 1.44 ± 0.05 1.75 ± 0.06 3.19 ± 0.08 10.50 1.21 m
4 1.27 ± 0.05 1.65 ± 0.05 2.92 ± 0.07 9.51 1.29 m
5 1.42 ± 0.05 1.58 ± 0.05 2.82 ±0.07 9.28 1.27 m
6 1.16±0.04 1.49 ± 0.05 2.65 ±0.07 8.72 1.28 m
7 1.13 ± 0.04 1.49 ± 0.05 2.62 ± 0.07 8.62 1.31 m
8 1.15 ± 0.04 1.36 ± 0.05 2.51 ± 0.07 8.26 1.18 m
9 1.10±0.04 1.36 ± 0.05 2.46 ± 0.07 8.10 1.23 m
10 0.85 ±0.04 1.22 ± 0.05 2.07 ± 0.06 6.81 1.43 m
11 0.76 ± 0.03 1.14 ± 0.04 1.90 ± 0.06 6.25 1.50 m

30.37 ± 0.25 99.95

Intervalo de longitud de los cromosomas: 1.9- 3.73 IJm
~ongitud total del genoma: 30.37 IJm
Indica de asimetría (TF%): 45.97
Fórmula cariotípica: 11 pares de metacéntricos. • De acuerdo a Levan et al., (1964).

Mammillaria huitzilopochtü

Longitud cromosómica

El intervalo de longitud total de los 11 pares de cromosomas corresponde a 1.75­
2.59 um. Los pares cromosómicos 5 y 6 mostraron una diferencia en su longitud, de 0.18
11m, así como entre los pares 8 y 9, con una diferencia de 0.18 11m, la mínima diferencia se
dan entre los pares 7 y 8 (Tabla 8).

En el complemento cromosómico de esta especie, los cromosomas mostraron el
brazo corto y el brazo largo de la misma longitud, aunque también se observó variación en
sus respectivas medidas. La longitud del brazo corto, del par cromosómico de menor
tamaño (No. 11) fue de 0.83/lm y 1.11 um para el par de mayor tamaño (No.1).

La longitud total del genoma haploide fue de 25.10 11m (Tabla 8).

En cuanto al tamaño relativo porcentual de los pares cromosómicos, el intervalo de
valores es de 6.97-10.31 11m, en el par 11 y 1 respectivamente.
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Morfologíacromosómica

M huitzilopochtlt presenta una fórmula cariotípicacon 10m+ 1sm, esto es diez
pares de cromosomas metacéntricos y un par (No. 9) de submetacéntricos (Fig. 11).

Presencia de satélites

En el brazo corto del par cromosómico 1, se observó un par de satélites de forma
esférica, de 0.37 um.

Índice de asimetría

El índice de asimetría (TF%) en el cariotipo de ]IÁ. huitzilopocht/i es de 43.49%
(Tabla 8).

Tabla 8. Longitudtotal del brazo corto y largo, tamaño relativo (L%), y relación de brazos
(r) del complemento cromosómico de Mammillaria huttztlopochtlt.

Par- Longitud de brazos (IJm) Satélites Total Tamaño Relación de Clasificación
Cromo- (IJm) (IJm) relativo (L%) brazos (r) cromosómlca •
sémlco Corto Largo

X EE X EE X EE
1 1.11 ±0.04 1.11 ±0.04 0.37 2.59 ±0.07 10.31 1.00 m
2 1.11 ±0.04 1.48 ± 0.05 2.59 ±0.07 10.31 1.33 m
3 1.29 ± 0.05 1.29 ± 0.05 2.58 ± 0.07 10.27 1.00 m
4 1.20 ± 0.04 1.29 ± 0.05 2.49 ± 0.07 9.92 1.07 m
5 1.11 ±0.04 1.29 ± 0.05 2.40 ± 0.07 9.56 1.16 m
6 1.11 ±0.04 1.11±0.04 2.22 ± 0.06 8.84 1.00 m
7 1.11 ±0.04 1.11 ± 0.04 2.22 ± 0.06 8.84 1.00 m
8 1.01 ±0.04 1.20 ± 0.04 2.21 ± 0.06 8.80 1.18 m
9 0.74 ±0.03 1.29 ± 0.05 2.03 ±0.06 8.08 1.70 sm
10 0.92 ±0.04 1.10±0.04 2.02 ±0.06 8.04 1.19 m
11 0.83 ±0.04 0.92 ±0.04 1.75 ± 0.06 6.97 1.10 m

25.10 ± 0.22 99.94

Intervalo de longitud de los cromosomas: 1.75 - 2.59 IJm
~ongitud total del genoma: 25.10 IJm
Indica de asimetría (TF%): 43.49
Fórmula cariotípica: 10 pares de metacéntricos y 1 par de submetacéntricos. * De acuerdo a Levan et
al., (1964).
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Entre las cuatro especies estudiadas la longitud total del genoma haploide presenta
valores de 22.98 en M dixaruhocentron a 30.37 IJm en M flavicentra (Tabla 9).

Tabla 9. Análisis del cariotipo de Mammillaria albilanata, M dixanthocentron, M
flavicentra y M huitzilopochtli.

;

Especie 2n Intervalo de Longitud del Fórmula Satélites Indica de
longitud de los gemona cariotípica asimetría
cromosomas haploide (IJm) (TF%)

(IJm)

M. f/avicentra 22 1.90 -3.73 30.37 11 m 1 45.97

M. albilanata 22 1.56-3.37 25.78 11 m 1 46.50

M. huitzilopochtli 22 1.75 -2.59 25.10 10m + 1sm 1 43.49

M. dixanthocentron 22 1.54 -2.53 22.98 11 m 1 44.38
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Figura 10. Cromosomas en metafase mitótica de células de meristemos radiculares de: A)
Mammillaria albilanata, 2n=22; B) M dixanthocentron, 2n=22; C) M jlavicentra, 2n=22
y D) M huitzilopochtli, 2n=22. Los números indican los pares cromosómicos con satélite.
Escala = 10 IJm.
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Figura 11. ldiogramas de: A) Mammillaria a/bi/anata, 2n=22, 11m; B) M
dixanthocentron, 2n=22, 11m; C) M jlavicentra 2n=22, 11m y D) M huitzi/opocht/i,
2n=22, 10m + 1sm. Los números indican el par de cromosomas homólogos en el
complemento, los asteriscos indican el par de cromosomas con satélite. Escala = 1 pm.
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En la tabla 10, se muestran los valores promedio del tamaño relativo porcentual
(L%) y la relación de brazos (r), del complemento cromosómico de Mammillaria
albilanata, M dixaruhocentron, M flavicentra y M huitzilopochtli, y en la figura 12 se
muestra la gráfica comparativa de la distribución de los valores de L% Yr.

Tabla 10. Tamaño relativo (L%) y relación de brazos (r) del complemento cromosómico de
Mammillaria albilanata, M dixanthoceruron, M flavicentra y M huitzitopochtli.

M. albilanata M. dixanthocentron M. flavicentra M. huitzilopochtli

Par L% r L% r L% r L% r
cromo-
sómico

1 13.07 1.02 11.00 1.12 12.28 1.14 10.31 1.00
2 11.28 1.03 10.92 1.26 11.52 1.12 10.31 1.33
3 10.55 1.19 10.09 1.25 10.50 1.21 10.27 1.00
4 10.04 1.33 9.61 1.23 9.51 1.29 9.92 1.07
5 9.30 1.16 9.48 1.18 9.28 1.27 9.56 1.16
6 9.30 1.16 9.13 1.23 8.72 1.28 8.84 1.00
7 8.96 1.08 8.83 1.20 8.62 1.31 8.84 1.00
8 7.99 1.14 8.39 1.32 8.26 1.18 8.80 1.18
9 6.98 1.16 8.13 1.20 8.10 1.23 8.08 1.70
10 6.43 1.00 7.65 1.25 6.81 1.43 8.04 1.19
11 6.05 1.00 6.70 1.26 6.25 1.50 6.97 1.10

47



­:1-
........

2.0

1.75
9.

8. 70

1.

UIIo
GI
:1-
.Q
G)

"tJ
c:
-o
u
tU

&!

1.50

1.25

110

100

11. 10.
10.9.

11.

99~

8.

4. 2.
40

60. 6
5.¡:J.:4.. 3- 30 2.

8"7 .~~ 3.
20 10

1.0 11+10+

6 7 8

~t7

9

3.
4. t.

10

2+

11 12

1+

13

Tamaño relativo ( L%)

Figura 12. Tamaño relativo (L%) y relación de brazos (r) del complemento cromosómico de Mammillaria albilanata
C+), M dixanthocentron C-), Mflavicentra CO) y M huitzilopochtli ce).

48



Análisis de los pares cromosómicos con respecto a sus valores de L% y r.

Cromosoma 1

El L% en este par de cromosomas en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y
M huitzilopochtli, fue de 13.07, 11.00, 12.28 Y 10.31, respectivamente. Observándose que
es en el par uno, es donde se presentan la mayor diferencia de L% con respecto a los demás
pares del complemento, los valores de r fueron 1.02, 1.12, 1.14 Y 1.00, respectivamente,
observando que en este par se presentan menos diferencias en los valores de r, que las
observadas en el par cinco, que es el que menos varia entre las 4 especies (ver par
cromosómico 5).

Cromosoma 2

El L% en este cromosoma en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzilopochtli, fue de 11.28, 10.92, 11.52 Y 10.31, respectivamente. Los valores de la
longitud relativa porcentual (L%), entre las cuatro especies presenta menos diferencia que
la observada para el par 1 y 10 (ver pares 1 y 10), que son los más variables en términos de
la longitud. Los valores de r corresponden a 1.03, 1.26, 1.12 Y 1.33, respectivamente, en
comparación con los pares en donde se observó la mayor y menor diferencia en los valores
de r, en este par se presentan valores intermedios.

Cromosoma 3

Los valores de L% en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzilopochtli, 10.55, 10.09, 10.50 Y 10.27, respectivamente, presentan menos diferencias
que las observadas en los pares 5 y 7, que son los que menos diferencias presentan en
términos de la longitud, en cuanto a los valores de r, 1.19, 1.25, 1.21 Y 1.00, para la cuatro
especies respectivamente, este par es más diferente que los pares 5, 1 Y8, que son los que
menos varían con respecto a la relación de brazos.

Cromosoma 4

En este par cromosómico se presentan valores de L% en M albilanata, M dixanthocentron,
M flavicentra y M huitzilopochtlt, de 10.04, 9.61, 9.51 Y9.92, respectivamente, y valores
de r de 1.33, 1.23, 1.29, 1.07, respectivamente. Este par, junto con el tres y el cinco, es uno
de los que presenta menor variación entre las especies.

Cromosoma 5

El L% en este cromosoma en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitziiopochtli, fue de 9.30, 9.48, 9.28 Y9.56, respectivamente, y con valores de r de 1.16,
1.18, 1.27 Y 1.16, respectivamente. Dentro de los pares del complemento cromosómico, en
este par se presentan las menores diferencias en los valores de L% Y r, entre las cuatro
especies, es decir este par es el que menos varió entre las especies.
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Cromosoma 6

Los valores de L% en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzilopochtli, 9.30, 9.13, 8.72 Y 8.84, Y de relación de brazos, 1.16, 1.23, 1.28 Y 1.00,
respectivamente, con respecto a los pares en donde se observó la mayor y menor diferencia
en los valores de L% Yr, en este par se presentan valores intermedios en relación al resto de
los pares del complemento cromosómico.

Cromosoma 7

El L% en este cromosoma en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzilopochtli, fue de 8.96, 8.83, 8.62 Y8.84, Ylos valores de la relación de brazos fueron
1.08, 1.20, 1.31 Y 1.00, respectivamente. Después del par cromosómico número cinco, el
par siete presenta la menor diferencia del valor de L% entre las cuatro especies, la
diferencia entre los valores de r es menor que la observada en los pares 9,10 Y 11, que son
los que más varían con respecto a r.

Cromosoma 8

El L% en este cromosoma en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzilopochtli, fue de 7.99, 8.39, 8.26 Y8.80, Ylos valores de la relación de brazos fueron
1.14, 1.32, 1.18 Y 1.18, respectivamente. En relación a los pares en donde se observó la
mayor y menor diferencia en los valores de L%, en este par se presentan valores
intermedios, la diferencia entre los valores de r observadas en este par, solo son mayores
que las observadas en el par 1 Y5, que son los que menos varían con respecto a r.

Cromosoma 9

El L% en este cromosoma en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzilopochtlt, fue de 6.98, 8.13, 8.10 Y 8.08, Ylos valores de la relación de brazos fueron
1.16, 1.20, 1.23 Y 1.70, respectivamente. En relación a los pares en donde se observó la
mayor y menor diferencia en los valores de L%, el 1 yel 5 respectivamente, en el par 9 se
presentan valores intermedios. La diferencia entre los valores de r para las cuatro especies
es la mayor de todos los pares del complemento, explicada por la presencia del par de
submetacéntricos en M huuzilopochtli.

Cromosoma 10

El L% en este cromosoma en M albilanata, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzílopochtli, fue de 6.43, 7.65, 6.81 Y 8.04, Ylos valores de la relación de brazos fueron
1.00, 1.25, 1.43 Y1.19, respectivamente. Después del par número uno, es en este par donde
se observa la mayor diferencia entre las cuatro especies par sus valores de L%. En cuanto a
los valores de r, también es uno de los pares que más difiere, después de los pares 9 y 11,
los que presentan mayor diferencia en la relación de brazos. En este par, es donde se
observan las mayores diferencias para los valores de L% Yr.
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Cromosoma 11

El L% en este cromosoma en M albilanata, M dixanthocentron, M jlavicentra y M
huitzilopochtli, fue de 6.05, 6.70, 6.25 Y6.97, Ylos valores de la relación de brazos fueron
1.00, 1.26, 1.50 Y1.10, respectivamente. En términos de sus valores de L% y con respecto a
los pares en donde se observó la mayor y menor diferencia, en este par se presentan valores
intermedios. Después del par nueve, se presenta en este par cromosómico la mayor
diferencia entre los valores de r entre las cuatro especies.

Se puede observar que los pares cromosómicos de las cuatro especies de
Mammillaria estudiadas presentan valores diferentes para los parámetros de la longitud
relativa (L%) y la relación de brazos (r), algunos pares pueden tener el mismo valor para
uno de estos parámetros, pero no para ambos. Se observó que los pares que más difieren
para el valor de L% son el par 1,2, 9 Y 10, siendo el par 1 en el que se presenta la mayor
diferencia de 2.76 entre M albilanata y M huitzilopochtli, seguido por el par 10 con una
diferencia de 1.61 entre M huitzilopochtli y M albilanata. Con respecto a r, son los pares
7, 9, 10 Y l.l los que más difieren entre las cuatro especies, siendo el par 9 en el que se
presenta la mayor diferencia de 0.54 entre M huitzilopochtli y M albilanata, seguido del
par 11 con una diferencia de 0.50 entre M jlavicentra y M albilanata. También se pudo
observar que Mammillaria albilanata difiere más en su valor de L% al compararla con M
dixanthocentron en el par 9, con una diferencia de 1.15, y para el valor de r difiere más con
M flavicentra en el par 7, con una diferencia de 0.23. Entre M dixanthocentron y M
jlavicentra (consideradas sinónimas por Hunt, 1987), el par 1 es en el que más difieren para
el valor de L%, con una diferencia de 1.28, y el par 11 es en el que más difieren para los
valores de r, con una diferencia de 0.24. La diferencia observada para r en el par 4 de las
especies M albilanata y M huitzilopochtli, es de 0.26. El par 9 en M huitzilopochltli es
muy diferente con respecto a las otras especies en sus valores de r, ya que se trata de un par
de tipo submetacéntrico, a diferencia del metacéntrico presente en las otras especies (Tabla
10).

Comportamiento de los cromosomas en meiosis

El análisis de células en metafase 1 de la meiosis de M dixanthocentron se realizó
en una planta y se observó la presencia de 11 bivalentes (n=ll), en tres combinaciones: 9Ila
+ 2Ilc, lOIIa + lIle y 11Ila (Tabla 11 y Fig. 13).

51



Tabla 11. Bivalentes en anillo (ITa), cadena (Ilc) y total de
quiasmas en Mammil/aria dixanthocentron.

Metafase I en rneicsis

Célula Bivalentes en Bivalentes en Total de
anillo ( ITa) cadena (ITc) quiasmas

1 9 2 20
2 9 2 20
3 11 22
4 10 1 21
5 10 1 21
6 10 1 21
7 10 1 21
8 11 22
9 10 1 21
10 11 22
11 11 22
12 11 22

Con los resultados de la tabla 11 se calculó el promedio de la frecuencia de
quiasmas (Fq) = 21.25 yel índice de recombinación (IR) = 32.25.

Viabilidad de polen

El porcentaje de viabilidad de polen en los taxa de Mammillaria fue superior al
91% (Tabla 12). El mayor porcentaje se observó en M flavicentra (97.76%) y el menor se
presentó en M. huitzilopochtlt (91.74%).

Los granos de polen viables en las cuatro especies presentaron una forma esférica
y un tamaño promedio de 3.8 um, con un rango de variación de 3.3 - 4.2 um, En la figura
14 se muestran granosde polen viable e inviablesde M huitzilopochtli.

Tabla 12. Viabilidad de polen en las especies de Mammillaria.

Especie Número de granos contados % de viabilidad

M. flavicentra 3219 97.76
M. dixanthocentron 3757 95.71
M. albifanata 3045 95.33
M. huitzilopochtli 3393 91.74
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Figura 13. Célula de Mammillaria dixanthocentron (2n=2x=22) en metafase 1 de la
meiosis, mostrando 11 bivalentes en la combinación 9 Ha + 2 Ilc (A: anillo; C: cadena).
Escala = 10 IJm

Figura 14. Granos de polen de M huitzilopochtli, los granos de polen teñidos y
completos, representan los viables ( V ) Ylos granos de polen amorfo y sin teñir
representa a los inviables ( I ). Escala = 10 IJm.
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Contenido nuclear de ADN

El citómetro de flujo se calibró con eritrocitos de pollo, obteniendo histogramas
con coeficientes de variación (CV) entre 0.98 - 1.6 (Fig. 15). Se obtuvo el tamaño del
genoma 2C expresado en picogramos (pg) y su composición en millones de pares de bases
(Mpb), de Mammillaria albilanata, M crucigera, M dixanthocentron, M jlavicentra, M
haageana, M huitzilopochtli y M supertexta (Fig. 16, a y b). El valor menor se presentó
en M jlavicentra con 3.040 pg Yel valor mayor se observó en M crucigera con 3.205 pg
(Tabla 13).

Tabla 13. Valores promedio del contenido nuclear de ADN (pg) Ysu
composición en Mpb en las siete especies estudiadas (2n=2x=22).

Especie

M. crucigera
M. dixanthocentron
M. albilanata
M. huitzilopochtli
M. haageana
M. supertexta
M. flavicentra

2C ADN (pg)*
x EE

3.205 ± 0.04
3.184 ± 0.04
3.145 ± 0.05
3.121 ± 0.04
3.117 ±0.04
3.113±0.04
3.040 ± 0.05

1Cx
Mpb

1570
1560
1541
1529
1527
1535
1489

*1 picogramo (pg) = 980 millones de paresde bases (Mpb).
1ex = Mpb en el grupo de cromosomas monohaploide.

Figura 15. El histograma 1 representa a los núcleos de eritrocitos de pollo en fase
Go/G¡ del ciclo celular (2C ADN). Los histogramas 2 y 3 representan la agregación
de núcleos dobles y triples.
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Los resultados obtenidos del análisis de varianza (ANOVA) y REML, muestran
que no hay diferencias significativas (P>O.05), en el contenido nuclear 2C de ADN (pg)
entre las especies, pero si las hay entre los individuos dentro de la especies (Tabla 14 y 15;
Anexo 1). Esto probablemente se debe a las diferencias de los individuos en términos de su
procedencia, ya que se utilizaron plantas colectados en campo, de hijuelos de plantas
adultas mantenidas por un largo periodo en invernadero, plantas obtenidas de la
germinación convencional de semillas en tierra y plantas de cultivo in vitro.

Con la aplicación del método de máxima verosimilitud restringida (REML), se
observó el mismo resultado, no hubo diferencias significativas (P>O.05), entre las especies
(Tabla 15).

Tabla 14. Análisis de varianza anidado del contenido nuclear de ADN en las especies
de Mammil/aria estudiadas.

Análisisde Varianza (ANOVA)
Fuente de Grados Suma de Cuadrados Valor de F Valor de P
variación de cuadrados medios

libertad
Especie 6 0.344 0.057 1.17 0.346
Individuo/ 28 1.425 O.OSO 6.97 <0.0001
esoecles
Replica/individuo/ 115 0.083 0.007
esoecie
Total 149 2.670

Diferencia significativa a un nivel de probabilidad dea= 0.05

Tabla 15. Análisis de máxima verosimilitud restringida, en un diseño anidado para el
contenido nuclear de ADN en las especies de Mammillaria estudiadas.

Máxima Verosimilitud Restringida (REML)

Fuente de Grados Suma de Valor de Valor de P
variación de cuadrados F

libertad
Especie 6 O.OSO 1.15 0.358
Individuo/ 28 1.217 <0.0001
esoecies
Replica/individuo/ 115 0.842
especie
Total 149 2.670

Diferencia significativa a un nivel de probabilidad dea= 0.05
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Figura 16 a. Contenido 2C de ADN nuclear de: A) M albilanata, B) M crucigera, C) M
dixanthocentron y D) M flavicentra. Los histogramas 1 y 3 representan la etapa G1 (2C) y
Gz (4C) de núcleos de Lycopersicum esculentum (planta de referencia), y los histogramas 2
y 4 representan núcleos G1 y Gzde Mammillaria con 2C y 4C ADN respectivamente.
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Figura 16 b. Contenido 2C de ADN nuclear de: E) M haageana, F) M huitztlopoohtit y G)
M supertexta. Los histogramas 1 y 3 representan la etapa G¡ (2C) y Gz (4C) de núcleos de
Lycopersicum esculentum (planta de referencia), y los histogramas 2 y 4 representan
núcleos G1 y Gzde Mammillaria con 2C y 4C ADN respectivamente.
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Patrón de endopoliploidía

Las especies Mammillarta albilanata, M crucigera, M dixanthocentron, M
jlavicentra, M haageana, M huuztlopochtli y M supertexta presentaron patrón de
endopoliploidía definido por la presencia de núcleos con valores de 2C hasta el 16 C de
ADN (Tabla 16).

Para todas las especies el patrón está representado por cuatro histogramas, el
primero representa los núcleos con 2C, el segundo representa a los núcleos con 4C, el
tercero y cuarto histograma representan núcleos con 8C y 16C ADN nuclear,
respectivamente (Fig. 17, a y b). El porcentaje de núcleos con los diferentes múltiplos del
valor C, varió en todas las especies (Tabla 16).

Tabla 16. Distribución del patrón de endopoliploidía en las especies de
Mammillaria de la serie Supertextae.

% de células
Especie 2C 4C SC 16C

M albilanata
M crucigera
M dixanthocentron
M flavicentra
M haageana
M huitzilopochtli
M supertexta

31.38
15.42
24.66
21.08
16.50
18.55
22.62

16.98
22.27
22.27
25.05
24.64
23.53
29.45

24.23
32.82
22.00
24.38
22.99
26.69
16.80

3.93
16.90
6.72

15.80
7.80

16.86
16.52

1Cx == Contenido de ADNen el grupo de cromosomas monohaploide.
2C, 4C, 8C y 16C : Múltiplos del valor lCx.
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Figura 17 a. Contenido nuclear de ADN en: A) M albilanata, B) M crucigera, C) M
dixanthocentron y D) M flavicetra, mostrando patrón de endopoliploidía. Los histogramas
1, 2, 3 Y4 representan núcleos con 2C, 4C, SC y 16C de ADN nuclear, respectivamente.
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Figura 17 b. Contenido nuclear de ADN en: E) M haageana, F) M huitzilopochtli y G) M
supertexta, mostrando patrón de endopoliploidía. Los histogramas 1, 2, 3 Y4 representan
núcleos con 2C,4C, 8C y 16C de ADN nuclear, respectivamente.
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DISCUSiÓN

Para las especies de la serie Supertextae, M dixanthocentron, M flavicentra y M
huitzilopochtli, este trabajo es el primer informe de su número cromosómico 2n, del análisis
de sus cariotipos y nivel de ploidía; para Mammillaria albilanata, ya se había reportado su
número cromosómico (2n=22) y nivel de ploidía (a) (Mohanty et al., 1996). Las cuatro
especies son diploides (2n=2x=22, x=ll) y se observó n=ll en M dixanthocentron,
indicando estabilidad en el número de cromosomas en estas especies. Estos reportes
concuerdan con las observaciones hechas en otras especies del mismo género y de la misma
serie, como M vaupelii (Remski, 1954), M lanata (Gill y Goyal, 1984), M albilanata
(Mohanty et al., 1996), M san-angelensis (palomino et al., 1999), M crucigera, M
haageana y M supertexta (Briones et al., 2004). Con estos resultados se corrobora el x=11,
para el género Mammillaria y la familia Cactaceae (Sosa y Acosta, 1966; Johnson, 1980;
Palomino et al., 1999).

Se.puede observar que el número cromosómico básico (x = 11) Yel nivel diploide
(a) en especies de Mammillaria es estable, pues al menos de los 159 reportes de números
cromosómicos en Mammillaria (Remski, 1954; Briones et al., 2004), 146 corresponden a
especies diploides. Se ha visto en series poliploides, que los diferentes poliploides ocupan
áreas con condiciones ecológicas y climáticas diferentes a aquéllas en las cuales los
diploides se han adaptado. Por ejemplo de M prolifera, variedad tetraploide (2n=4x=44) se
han reportado citotipos numéricos en Haití, una hexaploide en Cuba (2n=6x=66) y una
variedad diploide (2n=2x=22) en México; considerado como el centro de origen y
diversificación del género (Remski, 1954; Johnson, 1978, 1980). La presencia de
poliploides de M prolifera en áreas fuera de su centro de origen y distribución indica que la
poliploidía proporciona ventajas para ampliar la distribución geográfica de una especie
como lo han demostrado Stebbins, (1971) y Levin, (2002) en otras especies.

Cariotipos

El tamaño y longitud de los cromosomas presenta variación entre las cuatro
especies estudiadas, el mayor intervalo de la longitud de los cromosomas se presenta en M
flavicentra (1.90 - 3.73 um) y el menor en M dixanthocentron (1.54 - 2.53 um). Los
cromosomas de M albilanata y M huitzilopochtli mostraron una longitud intermedia 1.56
- 3.37 Y 1.75 -2.59IJm, respectivamente.

La vanación observada en la longitud de los cromosomas coincide con lo
reportado para otras especies de Mammillaria y de otros géneros de cactáceas, donde se ha
considerado como una variación inter-específica. En las especies de la serie Supertextae, M
crucigera, M haageana y en M supertexta (Briones et al., 2004), se presenta variación
inter-específica para el tamaño de sus cromosomas, dentro del intervalo de valores de 1.51
- 3.21 um, y el valor más bajo para el intervalo de la longitud de los cromosomas se
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presenta en M san-angelensis (palomino et al., 1999) mostrando 0.80 - 1-70 um, En otras
especies de cactáceas como las del género Nyctocereus, también se encontró variación
inter-específica dentro del intervalo de valores de 1.57 - 3.22 um (Palomino et al., 1988).
En Myrtillocactus geometrizans, Cid y Palomino, (1996) observaron variación intra­
específica en la longitud total de los cromosomas. Las diferencias en el tamaño de los
cromosomas de especies del mismo género, son consideradas como evidencia de la
reestructuración de sus genomas y se atribuyen a rearreglos cromosómicos como
deleciones, duplicaciones o translocaciones que sucedieron en las primeras etapas de su
evolución (palomino et al., 1988~ Cota y WaUace, 1996~ Cid y Palomino, 1996; Briones et
al., 2004).

La longitud total del genoma (LTG) haploide en las cuatro especies se
correlacionó positivamente con el valor del intervalo de la longitud de sus cromosomas.
Mammtllaria flavicentra, presentó los valores mayores (LTG=30.37 y tamaño de los
cromosomas de 1.90 - 3.73 um), los valores más bajos se presentaron en M
dixanthocentron (LTG=22.98 y tamaño de los cromosomas de 1.54 - 2.53 11m). En las
especies Mihaageana, M crucigera, y M supertexta, Briones el al., (2004), observan la
misma correlación, presentando valores de LTG de 23.06, 23.81 y 26.84 y de longitud de
los cromosomas de 1.51 - 2.69, 1.63 - 2.74 y 1.79 - 3.21 11m, respectivamente, y en
Mammillaria san-angelensis, se han determinado los valores más bajos (LTG=13.83 y
tamaño de los cromosomas 0.80 - 1.70 um) (Palomino et al., 1999).

En otras 34 especies diploides de Mammillaria de diferentes series, reportadas en
la literatura (Tabla 1), se ha observado variación en la longitud total de sus genomas, dentro
del intervalo de 20.86 - 51.28 11m, en M geminispina y M baumii, respectivamente (Das et
al., 1998 a; Das et al., 1999 b y c). En las especies diploides de Mammillaria reportadas y
analizadas en este trabajo, se puede observar que la diferencia entre el valor más bajo de
LTG= 13.80 um reportado para M san-angelensis (Palomino et al., 1999) y el valor más
alto de LTG = 51.28 um reportado para M baumii (Das et al., 1999 e), es de casi cuatro
veces, lo cual refleja un considerable rango de variación en la longitud total de los genomas
en las especies de Mammtllaria.

Tamaño relativo (L%) y relación de brazos ( r )

La comparación de los cariotipos basada en los valores del tamaño relativo (L%) y
la relación de brazos (r), muestra diferencias entre Mammillaria albilanata, M
dixanthocentron, M flavicentra y M huitzi/opochtli. Ningún par cromosómico de las
cuatro especies tiene los mismos valores para L% y r, algunos pares tienen el mismo valor
para uno de estos parámetros, pero no para ambos. Se observó que los pares que más
difieren entre las cuatro especies con respecto a los valores de L% son el par 1, 2, 9 y 10,
siendo el par 1 y 10 los que presentan mayor diferencia con relación al resto de los pares
del complemento cromosómico (Tabla 10). Con respecto al valor r, son los pares 7, 9, 10 Y
11 los que más difieren, siendo el par 9 y 11 los que presentan mayor diferencia en relación
a los otros pares del complemento cromosómico entre las cuatro especies. Con excepción
del par 9 en Mammillaria huitztlopochsli que es de tipo submetacéntrico, en las otras
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especies todos sus cromosomas son del tipo metacéntrico, por lo cual con respecto al valor
de r, es este par el que más difiere con los otros pares de las cuatro especies. El par
cromosómico 5 es en el que se observaron mayores semejanzas entre las cuatro especies,
seguido de los pares 3 y 4. Los pares 8 y 6 presentan valores de L% y r intermedios con
respecto al resto de los pares del complemento cromosómico de las cuatro especies (Figura
12).

En M crucigera, M haageana y M supertexta (Briones et al., 2004) yen M san­
angelensis (palomino et al., 1999), se reportaron diferencias en los valores de L% y r en sus
11 pares cromosómicos, siendo los pares 1, 4, 9 - 11 los que más difieren del resto de los
complementos cromosómicos. Entre M haageana y M san-angelensis (especies
consideradas sinónimas, Hunt, 1987) se observó la mayor diferencia en los pares
cromosómicos 1,4 Y9. En M san-angelensis sus 11 pares fueron metacéntricos, mientras
que en M haageana los pares 4 y 9 fueron submetacéntricos (Briones et al., 2004). En M
dixanthocentron y M jlavicentra, también consideras como sinónimas por Hunt (1987), se
presenta la mayor diferencia de los valores de L% en el par 1 y de r en el par 11, sin
embargo todos sus cromosomas son metacéntricos. En M albilanata y M huitzilopochtli,
se presenta la mayor diferencia para L% y r en los pares 1 y 9, respectivamente. En M
huttzilopoduli el par 9 submetacéntrico, coincide con la presencia de un submetacéntrico
en el par nueve de M haageana, aunque esta última presenta el par 4 también
submetacéntrico. Esto viene a confirmar que entre las especies de Mammillaria de la serie
Supertextae, se exhiben diferencias inter-específicas en la estructura de sus cariotipos, es
decir en la forma en que organizan su material genético durante la mitosis, siendo evidente
en la variación de valores L% y r de los cromosomas; parámetros que determinan,
respectivamente, la proporcionalidad en longitud de un cromosoma con respecto a los
restantes de su complemento cromosómico y la morfología cromosómica (Stebbins, 1971;
García, 1990). Esta información, puede ser de gran utilidad para integrar estudios
taxonómicos y biosistemáticos en estas especies.

Fórmulas cariotípicas

Los cariotipos de las especies de la serie Supertextae, como en la mayor parte de
las cactáceas, se caracterizan principalmente por presentar cromosomas de tipo
metacéntrico y submetacéntricos. Sólo se presentó un par de cromosomas submetacéntricos
en el par 9 de M huitzilopochtli, mientras que M albilanata, M dixanthocentron y M
jlavicentra presentaron 11 pares de cromosomas metacéntricos al igual que M san­
angelensis (Palomino et al., 1999), en tanto que M supertexta, y M crucigera presentan un
par de submetacéntricos y M haageana presenta dos pares (Briones et al., 2004). El par 9
en M huitzilopochsli, de tipo submetacéntrico, coincide con el submetacéntrico en el par
nueve de M haageana, aunque difieren en sus valores de L% y r.

En los reportes de estudios del cariotipo en especies de Mammillaria, se ha
observado que sólo se presentan cromosomas de tipo metacéntricos y submetacéntricos,
variando la proporción de ambos tipos, siendo predominante metacéntricos. La fórmula de
11 pares de metacéntricos ha sido observada en M prolifera (Remski, 1954; Johnson,
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1980), M armillata (Das el al., 1998 a), M brevispina (Das el a/., 1999 b) Yen M san­
angelensis (Palomino el al., 1999). En M spinosissima se presenta el mayor número de
submetacéntricos, 5m+6sm (Das el al., 1999 e), Es posible que el origen relativamente
reciente de la familia esté asociado con procesos lentos de rearreglos cromosómicos en sus
complementos. La existencia de cariotipos homogéneos en distintos miembros de la familia
puede ser explicada debida a fusiones o fisiones en los centrómeros de sus cromosomas,
cambios estructurales originan cariotipos con cromosomas predominantemente de. tipo
metacéntrico y submetacéntrico (Palomino el al, 1988; Cota y Wallace, 1996).

Satélites

En las especies de la serie Supertextae, Mammillaria albilanata, M flavicentra y
M. huttzdopochtli, se observó la presencia de un solo par de satélites en los brazos cortos
del par cromosómico 1, mientras que en M dixanthocentron, el satélite se presenta en los
brazos cortos del par cromosómico 2. Los satélites presentaron una forma esférica y su
tamaño se presentó en el intervalo de a 0.27 um en M. dixanthocentron y 0.60 um en M.
flavicentra. La posición y número de satélites, no fue muy variable entre las especies, pues
en las cuatro sólo se observó una constricción y únicamente en M dixanthocentron la
posición del satélite fue diferente (Figs. 10 Y11).

Las especies M. haageana y M supertexta, presentan un par de satélites en el par 2,
y M crucigera presenta dos pares en las posiciones 1 y 4 (Briones et al., 2004). Se nota
una clara diferencia entre especies consideradas sinónimas por Hunt, (1987), por ejemplo:
M. haageana con un satélite en el par dos de su complemento cromosómico y en M. san­
angelensis con dos pares de satélites en los pares 1 y 3 (Palomino et al., 1999; Briones et
al.,2004). El mismo caso se presenta en M. dixanthocentron con respecto a Mi flavicentra,
también consideradas sinónimas por Hunt (1987), Y las cuales presentan el satélite en la
posición 2 y 1 respectivamente. Las variaciones en el número y posición del satélite son
marcadores de gran utilidad en estudios citogenéticos, y corroboran que a nivel de la
estructura de sus cariotipos estas especies son diferentes.

En general, la presencia y posición del satélite es constante en una especie. En las
especies de Mammillaria, se ha reportado la presencia de uno a tres pares de satélites en los
cromosomas, observándose que por lo general la posición se ubica en los primeros pares
del complemento, con mayor frecuencia en el 1 y 2 (Das el al., 1998 a; Das et al., 1999 b Y
e, Tabla 1), como se observó en las cuatros especies analizadas. En otras especies de
cactáceas de los géneros Melocactus (Das et al., 1998 b) YFerocactus (Das et a/., 1999 d)
también presentan de 1 a 3 pares cromosómicos con satélite y en posiciones diferentes en
las distintas especies.

Índice de asimetría

Los valores del índice de asimetría (TF%) de los cariotipos de las especies
estudiadas se presentan en el intervalo de 43.49 en M huitztlopochili, con lOm+lsm, a
46.50 en M albilanata, con 11m, estos valores presentan semejanza con los obtenidos por
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Briones el al., (2004) para las especies M crucigera (TF%= 42.55), M haageana (TF%=
42.71) YM supertexta (TF%= 43.44). En otras especies de Mammillaria, el valor más bajo
de TF% se ha reportado para M sempervivi (TF%= 35.50) Ycon una fórmula cariotípica de
9m+2sm (Das el al., 1998 a) y el valor más alto es el reportado para M armillata (TF%=
45.71), con una fórmula cariotípica de 11m (Das el al., 1998 a).

Valores similares de TF% se han reportado en otras especies de Mammillaria (Das
el al., 1999 b Y e) Y en especies de los géneros Nyctocereus (Palomino el al., 1988),
Echinocereus (Cota y Wallace, 1996) y Myrtillocactus (Cid y Palomino, 1996), que se
caracterizan por tener cromosomas pequeños y del tipo metacéntrico y submetacéntrico, sin
presentar pares cromosómicos del tipo subtelocéntrico y telocéntrico. De manera general,
en cactáceas, los cariotipos tienden a ser simétricos (Cid y Palomino, 1996; Cota y Wallace,
1996; Das el al., 1999 b Ye). Esta característica de la familia Cacataceae, no se relaciona
con las ideas de Stebbins (1971), quien menciona que los taxa más recientes tienden a la
asimetría del cariotipo. Al respecto, Jones (1977), indica que en la evolución de los
cariotipos se presentan ciclos de simetría y asimetría, por lo que en ocasiones se dificulta la
determinación de la secuencia evolutiva de los cariotipos entre distintos taxa.

Los resultados que se han obtenido del estudio en las especies de Mammillaria,
sugieren que las alteraciones estructurales en la morfología de cromosomas entre especies o
la duplicación de los cromosomas y la translocación ocurren en un periodo temprano en la
evolución de estas especies. Evidentemente los cambios cromosómi os estructurales así
como también la hibridación, la poliploidía y diferentes mecanismo de polinización y
aislamiento reproductivo pueden haber jugado un papel vital en 1 diferencias entre
especies de Mammillaria (Gibson y Nobel, 1986; Das y Mallick, 1989; Das el al., 1999 b;
Cota y Wallace, 1996).

Comportamiento de los cromosomas meióticos

El comportamiento de los cromosomas en metafase 1 de la meiosis, sólo se pudo
observar en M dixanthocentron, con la presencia de 11 bivalentes (n=11) con tres
combinaciones: 9Ua + 2Uc, 1Olla + l11c y 11Ila (Tabla 11).

Los valores de la frecuencia de quiasmas (Fq) = 21.25 Y de índice de
recombinación (IR) = 32.25, determinados en M dixanthoceruron, son mayores a los
reportados para M. albilanata, Fq = 20.25 e IR = 20.24 (Mohanty et al., 1996), M san­
angelensis, Fq = 16.74 e IR = 27.74 (Palomino et al., 1999) y M haageana con Fq = 13.86
e IR = 24.86 (Briones el al., 2004). Estos parámetros estiman la variación genética por lo
que puede suponerse que M dixanthocentron tiene más potencial de variabilidad genética
que las otras especies de Mammil/aria.

Para las especies de Mammillarta el valor mínimo de frecuencia de quiasmas
corresponde al determinado en M herrerae, Fq =17.00 (Mohanty et al., 1996), y el valor
máximo reportado es para M plumosa, Fq =28.80 (Das et al., 1998 a). Los valores de Fq e
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IR mayores, indican un incremento de la posibilidad de nuevas combinaciones genéticas en
la progenie y por tanto mayores oportunidades para la adaptación a los cambios en el medio
ambiente, en comparación con las especies que presentan valores más bajos valores de Fq e
IR.

Los porcentajes de polen viable determinados en las especies de Mammillaria, con
un valor mínimo de 91.74% en M huitzilopocht/i a un máximo de 97.76% en M
jlavicentra (Tabla 12), son menores en comparación a los reportados por Briones et al.,
(2004), en M crucigera (97.66%), M haageana (98.59%) y M supertexta (99.10%). Sin
embargo, estos valores son muy altos al compararlos con los reportados para una especie
triploide de origen híbrido, Opuntia xkelvinensis con 22.29 % de polen viable,
predominando el micropolen. El alto porcentaje de polen inviable en el híbrido es
consecuencia de una segregación desbalanceada de cromosomas en las células madres de
polen durante la anafase 1(Baker y Pinkava, 1987). Los altos porcentajes de polen viable en
las especies de Mammillaria estudiadas, permiten suponer que se trata de especies de
origen no híbrido. Estudios posteriores como cruzamientos inter-específicos permitirán
aclarar esta condición.

Tamaño del genoma

Los valores determinados para el tamaño del genoma (pg) y su composición en
Mpb en las especies de Mammillaria de la serie Supertextae, se encuentran dentro del
intervalo de valores 2C ADN =3.20 pg, 1570 Mpb (lCx) en M crucigera a 2C ADN =3.04
pg, 1490 Mpb (ICx) en M jlavicentra. Se observó que la variación entre las especies
estudiadas para el contenido nuclear de ADN no es estadísticamente significativa (P=
0.3469), la media del valor 2C de ADN (pg) para las siete especies analizadas es de 3.13 pg
(Tabla 13). Evidentemente esto muestra que el contenido nuclear de ADN es estable entre
las especies estudiadas, y parece indicar que la especiación en estos taxa no ha
evolucionado de forma paralela con cambios significativos en el contenido nuclear de
ADN.

En otros grupos de plantas se ha reportado que la variación del tamaño del genoma
en especies cercanas no es significativa, por ejemplo en especies del género Avenae, el
contenido nuclear de ADN no varia significativamente entre especies diploides, ni entre
tetraploide y hexaploides (híbridos entre las especies diploides), esto corrobora la idea de
que durante la formación de poliploides del género Avenae no hay una subsecuente perdida
o ganancia de ADN (Bullen y Rees, 1972). En 16 especies arbustivas del género Cistus,
características del mediterráneo, se estimaron valores en un rango de 2C ADN= 3.92 pg en
Cistus crispus a 2C ADN= 5.88 pg en C. monspeliensis (Ellue et al., 2002), observándose
que las diferencias en el contenido nuclear de ADN no fueron significativas, estos
resultados fueron asociados a los estudio que reportan estabilidad en el número
cromosómico y homogeneidad en los cariotipos de especies del género (Markova, 1975).
En 15 especies del género Ficus, con el mismo nivel de ploidía (2n=2x=26), las diferencias
en el contenido nuclear de ADN entre las especies no fueron significativas, la estabilidad
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reflejada en estos resultados se correlaciona a que las especies de Ficus ocupan un hábitat
estable y de condiciones climáticas uniformes (Ohri y Khoshoo, 1987). En el caso de las
siete especies de Mammtllaria estudiadas, las diferencias no significativas en su contenido
de ADN pueden indicar la estabilidad que tienen estas plantas en la manera de organizar su
material genético durante el ciclo celular, presentando el mismo nivel de ploidía,
cromosomas de tamaño pequeño y cariotipos simétricos, características comunes en la
familia Cactaceae.

Por otro lado, una variación notable en el tamaño del genoma ha sido encontrada
entre algunas especies cercanamente relacionadas, entre poblaciones y entre plantas
individuales de una misma especie, por ejemplo en el género Bulnesia (Poggio y Hunziker,
1986), en Microseris (Price et al., 1981), y en Helianthus (Cavallini et al., 1986); esta
variación observada se ha correlacionado con diversas características adaptativas a nivel
nuclear y celular, como son el tamaño y masa celular, longitud total y/o volumen de los
cromosomas así como el periodo del crecimiento celular (Ohri, 1998; Bennett et al., 2000).
Esto muestra que el tamaño del genoma es un carácter biológico que se encuentra bajo una
fuerte presión selectiva y el hecho de encontrar diferencias significativas entre especies
cercanamente relacionadas, sugiere que las mínimas diferencias que pudieran tener en el
contenido de ADN, tienen consecuencias fenotípicas espaciales y temporales que afectan
cómo, cuándo y dónde crecerán las plantas, y cómo determinarán sus patrones de
distribución (Bennett y Leitch; 1995; Ohri, 1998; Gregory, 2005).

La variación en el contenido del ADN puede ser atribuida a un incremento o
decremento en las porciones repetitivas de secuencias de ADN no codificables (Petrov,
2001; Kidwell, 2002) 10 cual está relacionado con el efecto nucleotípico (Bennett, 1972;
Flavell, 1988; Gregory, 2005), en ambos casos, el aumento o decremento en el contenido de
ADN están ligados a procesos de especialización, adaptación y evolución. Las diferencias
que afectan al tamaño del genoma, pueden ser atribuidas principalmente a elementos
transponibles, ya que la actividad de éstos es relativamente rápida, amplificando de 20 -100
copias de nucleótidos (0.1 - 1 Mpb) en una generación (O'Neill et al., 1998; Kalendar et
al., 2000), como se ha observado en el género Hordeum (Kalendar el al., 2000). En
contraste los cambios en el tamaño del genoma por duplicaciones y deleciones espontáneas
son muy lentos (Petrov y Hartl, 1998). En otros casos los elementos transponibles no
afectan marcadamente cambios en el contenido de ADN, no obstante, una fuerte presión de
selección en los cambios del tamaño del genoma podría acelerar sustancialmente el impacto
de los mecanismos de mutación asociados con la variación en la cantidad de ADN (Petrov,
2001).

El valor promedio 2C del contenido nuclear de ADN para las siete especies de
Mammillaria analizadas en esta investigación es de 3.13 pg, muy cercano a lo reportado
por Palomino el al., (1999) para M san-angelensis, 2C ADN= 3.20 pg, Ycon los reportado
por Barlow, (citado en Bennett y Smith, 1976), para otras especies del género: M woodsii,
2C ADN= 3.10 pg Y M bocasana, 2C ADN= 4.10 pg (Tabla 2). Sin embargo, en otras
especies se observaron valores del tamaño del genoma de 2C ADN = 7.80 pg en M
pseudoperbella a 2C ADN = 20.36 pg en M decipiens, también especies diploides (Das et
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al., 1999 a; Mohanty el al., 1996). Estos resultados difieren significativamente de los
obtenidos en este trabajo, y fueron obtenidos por densitometría de feulgen. El valor más
bajo de 2C ADN= 7.80 pg para M pseudoperbella (Das el al., 1999 a), representa más del
doble del valor promedio 2C ADN= 3.13 pg estimado en las siete especies de Mammillaria
analizadas en este trabajo por citometría de flujo. Para Mammillarta albilanata (Mohanty el
al., 1996), se reporta el contenido nuclear de ADN 2C= 10.1 pg, en contraste, nosotros por
la técnica de citometria de flujo estimamos para M albilanata 2C ADN = 3.14 pg.

A pesar de que se trate de dos metodologías distintas, se ha comprobado que no
hay diferencias significativas para la determinación del tamaño del genoma por
densitometria de feulgen y citometría de flujo. La mayoría de las discrepancias en los
reportes del valor C para una misma especie probablemente reflejen problemas asociados
con el uso de la planta de referencia (Dolezel el a/., 1992, 1998). La elección de la planta de
referencia parece ser un factor determinante en ambas técnicas, en el caso de las especies de
Mammillaria estudiadas por Mohanty el al., (1996), Das el a/., (1997) y Das el al., (1999
a), se siguió la técnica de densitometría de feulgen y se utilizó como estándar de referencia
a Allium cepa 2C ADN= 33.55 pg (Van't Hof's, 1965), mientras que para las obtenidas por
citometría de flujo se utilizó Lycopersicum esculentum 2C ADN=1.96 pg (Dolezel el al.,
1992). A este respecto, se ha recomendado que para la determinación del contenido nuclear
de ADN, es preferible seleccionar una planta de referencia con valores 2C cercanos a las
especies a estudiar, ya que las diferencias en el tamaño del genoma y en las propiedades de
la cromatina influyen en la diseminación de la luz de las partículas medidas. Si la planta de
referencia y la planta a evaluar tienen similar contenido de ADN, es una fuente de error que
debe ser minimizada, ya que el histograma de la planta de referencia no debe traslaparse al
histograma de la planta analizada (Price y Johnston, 1996; Johnston el al., 1999). Estas
diferencias pueden ser debidas más que a la técnica, a la planta de referencia o a una
errónea determinación taxonómica del material estudiado por dichos autores.

De otras especies de cactáceas se reporta para Pereskia grandifolia 2C ADN= 2.05
pg, (De Rocher el al., 1990). El valor de 2C ADN= 14.2 pg estimado para
Weberbauerocereus winterianus (Barlow, citado en Bennett y Smith, 1976), se ubica fuera
del rango mencionado para las otras especies de cactáceas, dado que esta especies es
octoploide (2n=8x=88).

El contenido nuclear de ADN (pg) no varió significativamente entre las 7 especies
de Mammillarta estudiadas, lo cual se debería correlacionar positivamente con las medidas
de la longitud de la cromatina. La variación observada en la longitud total del genoma (um)
no coincide con la variación de los valores del tamaño del genoma (pg) obtenidos por
citometría de flujo. Esto es debido a que los cromosomas de las especies medidos en este
trabajo no presentaron el mismo grado de contracción, sin embargo, esto no altera los
valores de longitud relativa (L%) Y la relación de brazos ( r ); parámetros que definen
respectivamente, la proporcionalidad en longitud de un cromosoma con respecto a los
restantes de su complemento y la morfología cromosómica (Stebbins, 1971; García, 1990).
En este trabajo se aprecian diferencias considerables entre las especies estudiadas para sus
valores de L% y r, lo cual tiene relevancia para establecer diferencias a nivel inter-
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específico. Resultados similares a los obtenidos se observaron en los reportes para otras
especies de Mammillaria (Mohanthy et al., 1996; Das el al., 1999 a), estos autores
coinciden en que los valores de la longitud de !a cromatina y el contenido nuclear de ADN
no coinciden, debido al distinto grado de contracción que presentaron los cromosomas.

El valor promedio del contenido nuclear de ADN (pg) estimado en las siete
especies de Mammillaria de la serie Supertextae, es de 3.13 pg, valor que representa un
genoma de tamaño pequeño, según los rangos definidos para los valores de C de 1.4 - 3.5
pg, por Leitch el al., (1998). La distribución del valor C en grupos taxonómicos en las
angiospermas, nos muestra que la mayoría de las especies existentes tienen genomas
pequeños. Los grandes genomas, definidos por valores de 14 - 35 pg, representan una
condición derivada que se ha originado independientemente al menos dos veces durante la
evolución de las angiospermas. La presencia de un genoma pequeño es un carácter único
para las angiospermas y los genomas pequeños estuvieron presentes en su ancestro común
y han sido mantenidos en la mayoría de los taxa vivientes (Leitch el al., 1998). Las especies
con grandes genomas tienen una distribución mucho más restringida, mientras que las
especies con genomas pequefios presentan mayor flexibilidad evolutiva yeso les ha
permitido colonizar nuevos y más diversos ambientes. Por ejemplo, en un bosque de pino,
se observó una correlación negativa entre la concentración de metales contaminantes (Pb,
Zn y Cd) en el suelo y la proporción de especies con grandes genomas, concluyendo que las
especies con grandes genomas tienen mayores desventajas selectivas en condiciones
ambientales extremas, como es la contaminación del suelo (Vidic el al., en Bennett y
Leitch, 2003). Considerando que las especies de Mammillaria estudiadas se encuentran en
sitios con condiciones extremas en cuanto a la disponibilidad de agua, a la temperatura, la
insolación e incluso la salinidad del suelo, un genoma de tamafio pequeño les favorece para
poder vivir bajo esas condiciones.

Patrón de endopoliploidía

En las siete especies de Mammi//aria estudiadas, se observó en los núcleos del
tejido del parénquima de tallo la presencia de un patrón de endopoliploidía definido por la
presencia de núcleos con valores de 2, 4, 8 Y 16 C de ADN. El porcentaje de núcleos con
los diferentes múltiplos del valor C varió entre las especies y se observó una correlación
positiva entre la edad de la planta y el aumento en la proporción de núcleos con valores de
C mayores (Tabla 16).

Palomino et al., (1999) muestran en núcleos del tejido del parénquima de M san­
angelensis, que a mayor edad de las plantas, mayor el porcentaje de células con valores de
C más altos en su patrón de endopoliploidía, el máximo valor encontrado es de 32 C ADN.
En Pereskia grandiflora, se observó un patrón de endopoliploidía definido por núcleos con
valores 2, 4 Y8C (De Rocher el al., 1990), observándo la misma correlación entre la etapa
de desarrollo y el patrón de endopoliploidía.

En otros grupos de plantas se ha determinado vanacion en el patrón de
endopoliploidía en diferentes tejidos de diferentes órganos y en distintas etapas de
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desarrollo de las plantas, por ejemplo Kudo y Kimura (2001), encontraron en flores
maduras de Brassica oleracea, múltiplos del genoma haploide (ICx) hasta de 64 C,
mientras que en botones florales solo se presentaron núcleos con 2 y 4C. El rango de los
patrones observados en otros órganos de esta especie, es de tres niveles de ploidía 2C - 8C,
en tejidos del cárpelo y hasta seis niveles de ploídía 2C - 64C, en tejidos del filamento del
estigma. La endorreduplicación se considera como el principal proceso que genera
multiploidía somática o patrón de endopoliploidía, se estima que es un fenómeno que
ocurre en el 90% de las angiospermas (D'Amato, 1984). Por otra parte, la endomitosis se
presenta con menor frecuencia en plantas y se ha visto que ocurre durante la formación de
gametos (Carputo el a/., 1999).

La constancia de un patrón endopoliploide en tejidos específicos en diferentes
órganos, sugiere que los ciclos de endorreduplicación en plantas son codificados por la
información genética programada para el desarrollo y necesaria para la diferenciación y
realización de funciones especializadas (Cebolla el al., 1999). La diferencia entre el número
de copias de los genes en el genoma, puede cambiar la expresión genética como respuesta
al estrés en algunas plantas, como se observó en Mesembryanthemum crystallinum, que
sujeta a estrés por sequía o exceso de sales, experimenta una importante conversión
fisiológica del metabolismo C3 a CAM (metabolismo ácido de las crasulaceas) como una
estrategia para la conservación de agua (Cushman et al., 1989; Cushman, 2001). Se ha
observado que la presencia de un patrón de endopoliploidia es frecuente en plantas
suculentas que llevan a cabo metabolismo ácido de las crasulaceas (CAM) (De Rocher et
al, 1990), a su vez esta adaptación metabólica es típica, aunque no exclusiva, de plantas que
habitan ambientes extremadamente áridos, semiáridos o hábitats con suministros de agua
intermitentes - (Cushman, 2001). Aunque no todas las especies de suculentas con
metabolismo CAM presentan patrón de endopoliploidía, por ejemplo, dos especies de Aloe
no exhiben patrón y se distinguen por tener grandes genomas, lo cual se relaciona con el
hecho de que no hay una correlación positiva entre el tamaño del genoma y la
endopoliploidización. Aunque esta no es una regla general, se puede decir que la
endopoliploidia puede ser una característica emergente de suculentas que tienen genomas
pequeños, y por lo tanto la endopoliploidía es un factor de desarrollo que tiene ventajas
adaptativas (D' Amato, 1964; Nagl, 1978, De Rocher et al., 1990).
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CONCLUSIONES

Con la información obtenida en este trabajo, resultado del análisis del cariotipo y
de la cuantificación del contenido nuclear de ADN en especies de Mammillaria, se señalan
los puntos más importantes:

• Las especies de la serie Supetextae: Mammillaria albilanata, M dixanthocentron,
M flavicentra y M huitzilopocht/i son diploides (2n=2x=22, x=11). En M
dixanthocentron, se observó el comportamiento de los cromosomas en metafase 1de
la meiosis con la presencia de 11 bivalentes (n=l1), indicando estabilidad en el
número de cromosomas y el nivel de ploidía entre las especies mencionadas.

• En Mammi//aria a/bilanata, M dixanthocentron, M flavicentra, el cariótipo está
caracterizado por la presencia de 11 pares de cromosomas metacéntricos, y en M
huitzi/opocht/i se presentan 10m + 1sm. Lo cual refleja la semejanza que presentan
estas especies para organizar sus genomas.

• Se presentó un par de satélites en los brazos cortos de las cuatro especies estudiadas.
La posición solamente varió para M dixanthocentron, que presentó la constricción
en el par cromosómico número dos, mientras que las otras tres especies presentan el
satélite en el par uno. Se aprecian diferencias considerables entre las especies
estudiadas para sus valores de longitud relativa (L%) y relación de brazos (r), lo
cual tiene relevancia para establecer diferencias a nivel inter-específico.

• Mflavicentra, considerada sinónima de M dixanthocentron (Hunt, 1987), mostró el
par de cromosomas con satélite en posición diferente y también se observaron
diferencias en sus valores de L% y r, por lo cual se consideran citogenéticamente
especies distintas. Esto plantea la necesidad de realizar otros estudios que permitan
dilucidar su categoría taxonómica.

• Los porcentajes de polen viable determinados en las especies de Mammillaria, son
altos, con un valor mínimo de 91.74% en M huitzilopocht/i a un máximo de 97.76%
en M flavicentra.

• Se observó que la variación inter-específica para el contenido nuclear de ADN no es
significativa (P= 0.3469). La media del valor 2C de ADN (pg) para las siete
especies analizadas es de 3.13 pg, 3067 Mpb. Lo que parece indicar que la
especiación no ha involucrado cambios significativos en el contenido nuclear de
ADN entre las especies estudiadas.

• Mammi//aria a/bi/anata, M crucigera, M dixanthocentron, M flavicentra, M
haageana, M huuzilopochtli y M supertexta, se caracterizan por tener un patrón de
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endopoliploidía definido por la presencia de núcleos con valores de 2, 4,8 Y16 e de
ADN. El porcentaje de núcleos con los diferentes múltiplos del valor e varia entre
las especies y se observó que a mayor edad de la planta, hay un aumento en la
proporción de núcleos con valores de e mayores. El patrón confiere a estas plantas
ventajas de adaptación a los ambientes áridos y semi-áridos.
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ANEXO 1

Tabla 1. Tamaño del genoma de M albilanata.

ID Ind. y Media • Media .... CV· CV" Total Cociente ADN
No. de de de las (pg)
repetición núcleos medias

1821 1-1 52 78 3.85 3.85 13148 1.50 2.940
1825 1-2 51 75 4.90 4.67 12447 1.47 2.882
1826 1-3 47 72 4.26 4.17 13688 1.53 3.002

2.941
1828 2-1 51 81 3.92 2.47 15613 1.58 3.112
1829 2-2 51 81 3.92 2.47 13236 1.58 3.112
1830 2-3 51 82 2.94 2.44 11157 1.60 3.151

3.125
1832 3-1 50 85 5.00 3.53 14133 1.70 3.332
1833 3-2 53 88 4.72 3.98 10009 1.66 3.254
1834 3-3 49 82 5.10 3.66 12168 1.67 3.280

3.288
1842 4-1 54 82 3.70 2.44 10035 1.51 2.959
1843 4-2 50 82 4.00 3.05 11934 1.64 3.214
1844 4-3 51 81 3.92 3.70 15923 1.58 3.112
1845 4-4 51 81 3.92 3.09 12315 1.58 3.112

3.099
i846 5-1 50 84 3.00 2.98 14671 1.68 3.292
1847 5-2 50 88 4.00 3.41 11728 1.76 3.449
1848 5-3 53 81 4.72 3.70 14668 1.52 2.995
1849 5-4 46 79 4.35 2.53 10017 1.717 3.366

3.275
3.145 pg
3082 Mpb

* Lycopersicum esculentum
•• Especie de Mammillaria
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Tabla 2. Tamaño del genoma de M. crucigera.

ID Ind. Y Media * Media ** cv» CY** Total Cociente ADN
No. de de de las (pg)
repetición núcleos medias

1661 1-1 50 85 4.00 3.61 15272 1.70 3.332
1666 1-2 50 83 4.00 3.61 10035 1.66 3.253
1667 1-3 52 87 3.85 2.87 15409 1.67 3.279

3.288
1668 2-1 51 83 2.94 5.43 15391 1.62 3.189
1669 2-2 50 78 4.00 5.77 12375 1.56 3.057
1670 2-3 48 78 5.21 5.41 11888 1.62 3.185
1674 2-4 52 85 3.85 5.65 10844 1.63 3.203
1689 2-5 51 85 3.92 5.88 12610 1.66 3.266

3.180
1681 3-1 52 80 5.73 3.13 10531 1.53 3.015
1682 3-2 51 80 4.90 4.38 18111 1.56 3.074
1683 3-3 50 80 5.00 4.38 17198 1.60 3.136
1684 3-4 51 80 3.92 2.50 11065 1.56 3.074

3.074
1685 4-1 50 87 4.00 4.02 19025 1.74 3.410
1686 4-2 48 80 3.13 4.38 15284 1.66 3.266
1687 4-3 52 83 3.85 5.42 15495 1.59 3.128
1688 4-4 50 82 4.00 5.49 14240 1.64 3.214
1690 4-5 48 79 3.13 5.06 12950 1.64 3.225
1691 4-6 50 80 4.00 5.00 14218 1.6 3.136

3.229
1695 5-1 46 75 4.35 4.00 10170 1.63 3.195
1696 5-2 48 80 5.21 4.38 15073 1.66 3.266
1697 5-3 44 74 5.68 4.05 10854 1.68 3.296
1698 5-4 48 80 4.17 5.00 10788 1.66 3.266
1700 5-5 48 80 3.13 5.00 10501 1.66 3.266

3.257
3.205 pg
3140 Mpb

* Lycopersicum esculentum
**Especie de Mammillaria
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Tabla 3. Tamañodel genomaM dixanthocentron.

ID Ind. Y Media * Media ** cv» CY** Total Cociente ADN
No. de de de las (pg)
repetición núcleos medias

1704 1-1 52 93 5.69 5.91 11712 1.78 3.505
1701 1-2 52 83 5.73 4.82 14386 1.59 3.128
1706 1-3 51 82 5.88 5.10 11274 1.60 3.151
1707 1-4 48 81 5.25 5.56 11153 1.68 3.307
1708 1-5 49 84 5.12 5.36 15382 1.71 3.360

3.290
1716 2-1 50 83 4.00 4.22 13699 1.66 3.253
1717 2-2 54 86 4.63 4.65 13191 1.59 3.121
1719 2-3 51 83 4.90 4.22 16512 1.62 3.189
1720 2-4 50 83 4.00 4.22 11358 1.66 3.253

3.204
1721 3-1 51 81 4.90 5.56 15077 1.58 3.112
1722 3-2 52 90 4.81 5.00 13123 1.73 3.392
1723 3-3 50 82 4.00 4.88 14415 1.64 3.214
1724 3-4 51 82 2.94 4.88 11022 1.60 3.151
1725 3-5 50 83 5.00 4.82 12920 1.66 3.253

3.224
1731 4-1 50 82 5.00 3.66 15119 1.64 3.214
1732 4-2 51 84 4.90 4.17 14443 1.64 3.228
1733 4-3 51 81 4.90 3.09 11116 1.58 3.112
1734 4-4 51 82 4.90 3.66 12531 1.60 3.151

3.176
1744 5-1 54 85 5.56 4.12 13355 1.57 3.085
1747 5-2 50 80 5.00 4.38 11028 1.60 3.136
1748 5-3 51 76 4.90 2.63 10681 1.49 2.920
1749 5-4 50 77 5.00 3.90 14587 1.54 3.018
1750 5-5 48 73 5.21 4.11 15916 1.52 2.980

3.027
3.184 pg
3120Mpb

'" Lycopersicum esculentum
** Especiede Mammi/laria
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Tabla 4. Tamaño del genoma de M flavicentra.

ID Ind. y Media * Media ** CV· CV** Total Cociente ADN
No. de de de las (pg)
repetición núcleos medias

1799 1-1 60 86 5.67 3.49 10150 1.43 2.809
1803 1-2 52 75 5.77 4.67 11613 1.44 2.826
1804 1-3 51 74 5.88 3.38 12118 1.45 2.843
1805 1-4 50 75 5.00 3.33 10323 1.50 2.940

2.854
1800 2-1 50 77 4.00 4.55 10613 1.54 3.018
1801 2-2 51 80 4.90 3.75 10520 1.56 3.074
1812 2-3 51 80 3.92 4.38 17108 1.56 3.074

3.055
1822 3-1 53 83 3.77 3.01 14761 1.56 3.069
1823 3-2 50 79 4.00 3.16 16040 1.58 3.096
1824 3-3 48 78 4.17 4.49 13235 1.62 3.185

3.116
1835 4-1 51 78 5.88 5.13 16492 1.52 2.997
1838 4-2 50 81 5.00 5.56 10396 1.62 3.175
1839 4~3 48 76 5.25 5.92 10126 1.58 3.103

3.091
1837 5-1 50 78 5.00 5.13 10338 1.56 3.057
1840 5-2 52 81 5.77 4.94 10048 1.55 3.053
1841 5-3 51 82 4.90 4.27 10007 1.60 3.151

3.087
3.040
2979Mpb

* Lycopersicum esculentum
'* '* Especie de Mammillaria
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Tabla 5. Tamaño del genoma de M haageana.

ID Ind. Y Media * Media ** cv» cv « Total de Cociente ADN (pg)
No. de núcleos de las
repetición medias

1532 1-1 51 82 3.92 5.49 10058 1.60 3.151
1533 1-2 52 85 3.85 2.94 22149 1.63 3.203
1534 1-3 52 87 3.85 2.87 15075 1.67 3.279
1535 1-4 51 81 4.90 4.32 12125 1.58 3.112
1537 1-5 51 81 2.94 3.70 12236 1.58 3.112
1538 1-6 54 85 3.70 3.53 20057 1.57 3.085
1539 1-7 52 81 3.85 4.32 27128 1.55 3.053

3.142
1548 2-1 53 84 4.72 4.17 24174 1.58 3.106
1549 2-2 52 83 4.81 4.22 10044 1.59 3.128
1550 2-3 51 80 2.94 3.13 14085 1.56 3.074
1551 2-4 51 85 3.92 2.35 10625 1.66 3.266
1552 2-5 53 85 3.77 2.94 12456 1.60 3.143
1553 2-6 55 90 3.64 3.89 12130 1.63 3.207
1554 2-7 52 85 3.85 4.12 14324 1.63 3.203
1555 2-8 51 85 4.90 4.71 12256 1.66 3.266

3.174
1563 3-1 41 66 4.88 3.79 14937 1.60 3.155
1564 3-2 40 62 3.75 4.84 13173 1.55 3.038
1565 3-3 50 77 3.00 4.55 10629 1.54 3.018

3.070
1582 4-1 48 75 3.13 4.0 10082 1.56 3.062
1583 4-2 49 75 3.06 2.67 11396 1.53 3.000
1584 4-3 53 83 4.72 4.82 13216 1.56 3.069
1585 4-4 51 83 3.92 4.82 10413 1.62 3.189
1589 4..5 48 77 3.13 2.60 11379 1.60 3.144

3.092
1774 5-1 50 77 5.00 3.25 12944 1.54 3.018
1776 5-2 51 77 4.90 3.25 10090 1.50 2.959
1777 5-3 50 77 5.00 4.55 12500 1.54 3.018

2.998
3.117 pg
3054Mpb

* Lycopersicum esculentum
**Especie de Mammillaria
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------------

Tabla6, Tamaño del genoma de M. huitzilopochtli.

ID Ind. Y Media * Media ** cv» CY** Total Cociente ADN
No, de de de las (pg)
repetición núcleos medias

1758 1-1 51 79 4.90 4.43 14978 1.54 3.036
1759 1-2 50 78 4,00 4.49 14566 1.56 3,057
1760 1-3 50 78 5,00 3,85 10956 1.56 3,057
1761 1-4 50 78 4,00 4.49 12723 1.56 3.057

3.051
1764 2-1 51 77 4,90 4,55 11556 1.50 2,959
1765 2-2 50 74 5.00 4.73 13988 1.48 2,900
1766 2-3 49 74 4,08 4,05 11672 1.51 2,960
1767 2-4 51 77 3.92 4.55 10235 1.50 2,959
1768 2-5 51 76 3,92 4,61 10572 1.49 2.920
1769 2-6 51 77 3.92 5,19 21348 1.50 2,959

2.942
1782 3-1 51 81 4.90 4.32 15265 1.58 3,112
1783 3-2 50 77 5,00 3,90 11892 1.54 3,018
1784 3-3 52 80 4,81 4,38 11338 1.53 3,015
1790 3-4 49 76 4,08 4,61 12505 1.55 3,040

3.046
1850 4-1 54 90 4,63 4.44 12750 1.66 3.266
11851 4-2 54 81 5,56 4.32 10878 1.50 2.940
1851 4-3 50 79 5,00 3,80 13154 1.58 3,096
1852 4-4 51 86 3,92 3.49 14249 1.68 3,305

3.151
1866 5-1 51 93 5.88 5.45 12347 1.82 3,574
1867 5-2 51 87 5,88 5.75 13084 1.70 3.343
1868 5-3 53 90 5.49 5,56 20756 1.69 3.328

3.415
3.121 pg
3058 Mpb

* Lycopersicum esculentum
**Especiede Mammillaria
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Tabla 7. Tamaño del genoma de M supertexta.

ID Ind. Y Media· Media ** CV* CV *'" Total Cociente ADN
No. de de de las (pg)
repetición núcleos medias

1600 1-1 53 84 2.83 4.76 11109 1.58 3.106
1601 1-2 52 81 3.85 3.70 10663 1.55 3.053
1608 1-3 52 82 4.81 4.27 11241 1.57 3.090
1609 1-4 51 83 3.92 4.82 12549 1.62 3.189

3.109
1612 2-1 51 84 2.94 4.17 15355 1.64 3.228
1613 2-2 51 80 2.94 3.13 13605 1.56 3.074
1614 2-3 49 80 3.06 3.13 12318 1.63 3.200
1615 2-4 52 80 2.88 4.38 18568 1.53 3.015
1616 2-5 50 82 3.00 3.05 10143 1.64 3.214
1617 2-6 50 82 3.00 3.66 10967 1.64 3.214

; 3.157
1638 3-1 53 84 3.77 3.57 20060 1.58 3.106
1639 3-2 50 80 4.00 2.50 20510 1.60 3.136
1644 3-3 52 80 3.85 4.38 15157 1.53 3.015
1645 3-4 48 76 4.17 3.29 13773 1.58 3.103
1646 3-5 49 77 4.08 3.90 13164 1.57 3.080
1647 3-6 52 82 3.85 4.27 12347 1.57 3.090

3.088
1702 4-1 54 87 3.70 5.32 15366 1.61 3.157
1703 4-2 54 90 4.63 5.11 10531 1.66 3.266
1705 4-3 52 91 3.85 5.04 10004 1.75 3.430

3.284
1785 5-1 51 81 3.92 4.32 11150 1.58 3.112
1786 5-2 52 80 4.81 3.13 14882 1.53 3.015
1787 5-3 49 74 5.10 3.38 11311 1.51 2.960
1788 5-4 50 78 4.00 3.21 11086 1.56 3.057
1789 5-5 49 75 4.08 4.00 13985 1.53 3.000

3.028
3.133 pg
3070Mob

* Lycopersicum escu/entum
**Especie de Mammillaria
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