Articulo Cientifico

—=a» @ Rev. Fitotec. Mex. Vol. 41 (3): 221 - 226, 2018

DETERMINACION DEL CARIOTIPO EN HELICONIAS NATIVAS DE MEXICO

KARYOTYPE DETERMINATION IN NATIVE HELICONIAS OF MEXICO

Simitrio Ortiz-Curiel'+, Guillermo Carrillo-Castaiieda’, Tarsicio Corona-Torres’,
Moisés Cortés-Cruz? y Alfonso Muratalla-Lua’

'Postgrado en Recursos Genéticos y Productividad-Genética, Campus Montecillo, Colegio de Posgraduados. km 36.5 Carretera México-Texcoco,
56230, Montecillo, Texcoco, Estado de México, México. 2Centro Nacional de Recursos Genéticos, Instituto Nacional de Investigaciones Forestales
Agricolas y Pecuarias. Av. de la Biodiversidad No 2498. 47600, Col. Centro, Tepatitlan de Morelos, Jalisco, México.

*Autor para correspondencia (ortiz.simitrio@colpos.mx)

RESUMEN

Heliconia es un género que agrupa a especies tropicales y subtropicales;
se distribuye de manera natural desde Brasil hasta México; la vistosidad
de su inflorescencia permite su uso con fines ornamentales. Estudios
carioldgicos en Heliconia reportan especies con 2n = 2x = 22, 2n = 2x = 24
y 2n = 3x = 36 cromosomas. Debido a que en las especies de México se
desconoce el nimero y morfologia cromosdomica, el presente estudio tuvo
por objetivo determinar el cariotipo de Heliconia uxpanapensis, endémica
de México, H. latispatha y H. stricta cv. Iris. El pretratamiento de las

raices se realizé con un medio fisico (4 £+ 1 °C). El genoma haploide de H.

uxpanapensis mide 22.21 pm, el de H. latispatha 26.56 pm y el de H. stricta
25.37 pm. Las tres especies tienen 2n = 2x = 24 cromosomas, la férmula
cariotipica de H. uxpanapensis esta representada por 2n = 8m + 10sm (2sat)
+ 6st, el de H. latispatha 2n = 4m + 14sm + 6st (2sat) y el de H. stricta 2n
= 16m + 8sm. El primero y segundo par de cromosomas de H. latispatha
y H. uxpanapensis, respectivamente, presentan satélites, mientras que en
H. stricta la presencia del satélite se observé en un solo cromosoma del
genoma. Este es el primer estudio en el género Heliconia que reporta la
presencia de cromosomas subtelocéntricos.

Palabras clave: Heliconia uxpanapensis, Heliconia latispatha,

Heliconia stricta, agua fria.

SUMMARY

Heliconia is a genus that groups tropical and subtropical species, and
it is distributed naturally from Brazil to Mexico. The brightness of its
inflorescence allows its use for ornamental purposes. Karyological studies
in Heliconia report species with 2n = 2x = 22, 2n = 2x = 24 and 2n = 3x =
36 chromosomes. Because the number and chromosome morphology of
Mexican species is unknown, this study aimed to determine the karyotype
of Heliconia uxpanapensis, endemic to Mexico, H. latispatha, and H. stricta
cv. Iris. Pretreatment of roots was performed with a physical medium (4 + 1
°C). The length of the haploid genome of each species was 22.21 pym for H.
uxpanapensis, 26.56 pm for H. latispatha, and 25.37 ym for H. stricta. The
three species have 2n = 2x = 24 chromosomes; the karyotypic formula of
H. uxpanapensis is represented by 2n = 8m + 10sm (2sat) + 6st; the one for
H. latispatha is 2n = 4m + T14sm + 6st (2sat); and that for H. stricta is 2n
= 16m + 8sm. The first and second pairs of chromosomes of H. latispatha
and H. uxpanapensis, respectively, present satellites, whereas in H. stricta the
presence of the satellite was only observed in a single chromosome of the
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genome. This is the first study in the genus Heliconia that reports the presence
of sub-telocentric chromosomes.

Index words: Heliconia uxpanapensis, Heliconia latispatha, Heliconia
stricta, cold water.

INTRODUCCION

Heliconia es un género que integra cerca de 220 espe-
cies (Kress et al,, 2004), el cual se distribuye de manera
natural desde Brasil hasta México (De Castro et al., 2007).
En México la diversidad de Heliconia esta representada por
14 especies (De Castro et al., 2007), las cuales habitan en
condiciones de clima tropical y subtropical y de suelos aci-
dos a alcalinos (Ortiz-Curiel et al., 2015). Especies como
H. latispatha, con alta variabilidad intraespecifica, prolife-
ran desde Ecuador hasta el noroeste de México (Berry and
Kress, 1991, De Castro et al., 2007), mientras que especies
como H. uxpanapensis, endémica, (De Castro et al., 2007;
Gutiérrez, 2000) estan restringidas al sureste mexicano.

El estudio de la estructura del genoma mediante el ana-
lisis citogenético genera conocimiento basico para sub-
secuentes estudios enfocados al aprovechamiento de la
diversidad. Con este tipo de estudios es posible conocer
el numero cromosomico y con ello el nivel de ploidia, ade-
mas de detectar aneuploidias; asimismo, el analisis de la
morfologia de los cromosomas (tamafio absoluto y rela-
tivo, posicion del centromero, la ubicacion y el nimero de
satélites) aporta informacion del dinamismo cromosémi-
co (Poggio et al.,, 2008). La informacion generada puede
explicar parcialmente el polimorfismo interespecifico e in-
traespecifico (Alcantar, 2014).

En Heliconia, los estudios carioldgicos se han centradoen
especies de Centro y Sudamérica, pero no en especies na-
tivas de México, mucho menos en endémicas. Andersson
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(1984), en su estudio de 29 especies originarias de Panama,
Colombia, Ecuador y Guayana Francesa, reporté que las
especies estudiadas poseen un ndmero cromosomico 2n
= 2x = 24; resultados similares reportaron Guangsui et al.
(2010) en ocho variedades de Heliconia. Por otra parte, en
el Index to Plant Chromosome Numbers (IPCN) (Goldblatt
y Johnson, 2010), de 36 especies de Heliconia enlistadas,
todas presentan n = 12 cromosomas, con excepcion de H.
arabica Lam., que posee n = 11; por su parte, Do Nascimento
et al. (2014), en H. bihai, originaria de Sudamérica, reporta-
ron 2n = 22, mientras que Lee et al. (1994), en cultivares de
H. psittacorum y Kaemwong and Eksomtramage (1998) en
H. densiflora, reportaron 2n = 3x = 36.

Respecto a la morfologia cromosdmica, Andersson
(1984) menciond que los cromosomas son metacéntricos
a submetacéntricos, con longitud de 0.7 a 1. 7 um y sdélo
en algunas especies pudo observar satélites. De la mis-
ma manera, Do Nascimento et al. (2014) encontraron so-
lamente cromosomas metacéntricos a submetacéntricos.

El estudio cromosémico en células somaticas se realiza
mediante pretratamientos fisicos o quimicos. Una com-
pactacion moderada (prometafase) de los cromosomas
hace posible localizar el centromero, las constricciones
secundarias y los satélites, con los cuales es posible de-
terminar una serie de pardametros que otorgan una clasifi-
cacion Unica a cada genoma (Stace, 2000).

Multiples estudios utilizan medios quimicos para el pre-
tratamiento; no obstante, Schweizer (1973) y Lodish et al.
(2013) mencionan que mediante la exposicion de células
somaticas a 4 °C los microtubulos se despolimerizan de-
bido a que se afecta su ensamblaje y estabilidad y con ello
se interrumpe el proceso mitdtico. Kato (1997, 1999) en
raices de maiz (Zea mays L.), encontré que el frio como
pretratamiento permitié la adecuada compactacién y dis-
persién de los cromosomas, mientras que Mirzaghaderi
(2010) utilizd agua fria en el pretratamiento de raices de
trigo (Triticum aestivum L.) y obtuvo de tres a cuatro veces
mas células en metafase que incluso con colchicina.

Para contribuir en el conocimiento carioldgico de las es-
pecies de Heliconia nativas de México, el presente estudio
tuvo por objetivo determinar el cariotipo de H. uxpana-
pensis (endémica), H. latispatha y H. stricta, originaria de
Sudamérica.

MATERIALES Y METODOS
Material vegetal

Se estudiaron las especies H. uxpanapensis (endémica),
H. latispatha y H. stricta cv. Iris, originaria de Sudameérica.
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El material vegetativo de las dos especies de Heliconia
nativas, previo a los estudios citogenéticos, se corroboro
a nivel de especie en el herbario UCAM de la Universidad
Auténoma de Campeche, lugar donde se resguardan los
ejemplares herborizados. Para el estudio se tomaron cinco
rizomas por cada especie, cada rizoma de diferente po-
blacion. El estudio cariolégico se realizé en el laboratorio
de citogenética del Colegio de Postgraduados, Campus
Montecillo, México en los meses de enero a abril de 2017.

Preparacion de las muestras

Debido a que las especies son tropicales y a que en
el periodo en que se realizé el trabajo prevalece un cli-
ma frio (4 °C + 1), para inducir a los rizomas a la emi-
sion de raices se utilizé el protocolo propuesto por Do
Nascimento et al. (2014), que consiste en colocarlos en
bafio Marfa a 30 °C.

Se colectaron raices nuevas de 0.5 a 1 cm de longitud
y se colocaron en tubos Eppendorf, éstos se llenaron con
agua destilada y posteriormente se expusieron al frio para
inducir células en metafase seguin la metodologia de Kato
(1997). Después de 8,12, 16, 18 y 24 h se extrajeron las rai-
ces y se fijaron en alcohol etilico y acido acético glacial 3:1,
en seguida se colocaron en refrigeracion a 4 °C. Después
de 12 a 18 h las raices se hidrolizaron por 10 min en &cido
clorhidrico 1 N a 60 °C, se sometieron a digestion enzima-
tica con pectinasa 0.3 UM en bafio Marfaa 32 °C por 2 hy
se tifieron con reactivo de Feulgen a 60 °C por 2 min pa-
ra favorecer la tincion. Para observar los cromosomas, un
pequefo segmento del dpice de la raiz se colocé sobre el
portaobjetos y se aplico la técnica del aplastado (Garcia,
1990). Los tiempos de exposicién al frio se ajustaron hasta
obtener células que permitieran visualizar sin ambigiiedad
la morfologia de los cromosomas.

Recoleccion y andlisis de la informacidn

Las imagenes se capturaron con una camara digital
modelo MU-1000 (Marca AmScope, China). adaptada al
microscopio. Cinco fotomicrografias de mejor resolucion,
de igual nimero de individuos por especie, se selecciona-
ron y procesaron con el software KaryoType (Altinordu et
al., 2016) (disponible en http://mnh.scu.edu.cn/soft/blog/
karyotype/). Este software, con base en la posicion del
centrémero en el cromosoma, calcula: 1) Longitud total =
Brazo largo + Brazo corto (LT = BL + BC), 2) Indice centro-
mérico = Brazo corto/Longitud total x 100 (IC = (BC/LT) x
100), 3) Relacion de brazos = Brazo largo/Brazo corto (RB
= BL/BC) y 4) Tipo de cromosoma, metacéntrico, submeta-
céntrico o subtelocéntrico (Levan et al., 1964). El progra-
ma proporciona también la férmula cariotipica, la longitud
del genoma haploide y el grado de asimetria de Stebbins
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(19717); esta Ultima se basa en la variacion intercromoso-
mal (proporcion de cromosomas grandes/pequefios) e in-
tracromosomal (proporcién de cromosomas con relacion
de brazos < 2.1 respecto al genoma diploide).

RESULTADOS

El pretratamiento de las raices con frio generd células en
prometafase. El tiempo para la compactacién éptima estu-
vo en funcion del genotipo; de esta manera, se requirieron
12,13y 14 h para H. latispatha, H. stricta y H. uxpanapen-
sis, respectivamente. Las raices mas gruesas requirieron
mayor tiempo para la éptima condensacion.

En este trabajo se determind por primera vez el cariotipo
de H. uxpanapensis. Se encontré que esta especie presen-
ta 2n = 2x = 24 cromosomas (Cuadro 1), los cuales tienen
longitudes de entre 1.0y 2.76 pm (Cuadro 2) y aun cuando
los cromosomas se observaron en prometafase, con base
en la clasificacion de Stace (2000), éstos van de pequefios
a medianos. Los satélites se observaron en el segundo par
cromosomico, (Figura 1 A), cuya longitud total haploide
resultd de 22.27 + 0.1 um (Cuadro 2), mientras que la asi-
metria del genoma, debido a que el tamafio de los cromo-
somas oscila de pequefio a mediano y al reducido nimero
de cromosomas metacéntricos, se caracteriza como asi-
meétrico tipo 3A (Cuadro 2).

Heliconia latispatha presenta un nimero cromosoémico
2n = 2x = 24, el tamafo de sus cromosomas oscila de pe-
quefios a medianos y su grado de asimetria corresponde a
3A (Cuadro 1). La principal diferencia de este cariotipo con
respecto al de H. uxpanapensis radica en que los satélites
se localizan en diferentes cromosomas (Figura 1 B).

El nimero cromosdmico de H. stricta es 2n = 2x = 24, el
cual es idéntico al de las otras dos especies estudiadas. En
el presente estudio se observé la presencia de al menos un
satélite en el complemento cromosémico, el cual se loca-
liza en el brazo corto de un cromosoma submetacéntrico
(Figura 1 C). La longitud de los cromosomas oscila entre
1.44 y 3.03 um (Cuadro 2), mientras que la simetria, a dife-
rencia de las dos especies nativas, presenta mayormente
cromosomas metacéntricos, por lo que presenta asimetria
clase 2A.

DISCUSION

El nUmero cromosdmico de H. uxpanapensis, que se
identificd en este trabajo como 2n = 24, coincide con el
de H. latispatha, mientras que, el nimero cromosomico de
H. latispatha coincide con lo que obtuvo Andersson (1984)
en ejemplares de la misma especie, pero originarios de
Panamay Ecuador. En a H. stricta, se observaron 2n = 24
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Figura 1. Cromosomas en prometafase y su respectivo ideograma A) H. uxpanapensis, B) H. latispatha y C) H. stricta.
Las flechas seiialan cromosomas con satélites. Los nimeros dentro de laimagen indican cromosomas subtelocéntricos.

Cuadro 2. Parametros y formula del cariotipo de tres especies de Heliconia.

Especie 2n LTH (um) Formula cariotipica® AC
H. uxpanapensis 24 22.21+0.1 2n = 2x = 8m + 10sm(2sat) + 6st 3A
H. latispatha 24 26.56+0.6 2n = 2x = 4m + 14sm + 6st(2sat) 3A
H. stricta 24 25.37+0.1 2n = 2x = 16m + 8sm(1sat) 2A

Los datos entre paréntesis en la férmula cariotipica indican nimero de satélites y tipo de cromosoma que lo porta; 2n: nimero cromosémico diploi-
de; LTH: longitud total del genoma haploide; AC: asimetria del cariotipo con basa en la variacion inter e intracromosomal.
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cromosomas, como lo reportaron Guangsui et al. (2010).

Los cariotipos de H. uxpanapensis y H. latispatha pre-
sentaron similitudes en cuanto a la presencia de cromoso-
mas metacéntricos, submetacéntricos y subtelocéntricos
(Cuadro 2), ademas de la presencia de satélites en el bra-
70 corto; sin embargo, la principal diferencia entre ambos
es la ubicacion del satélite. Estos resultados, en conjunto,
son diferentes a los que encontré Andersson (1984) en las
29 especies de Centroamérica y Sudameérica; dicho autor
reporté cromosomas metacéntricos y submetacéntri-
cos unicamente; ademas, observo satélites en los brazos
largos.

En H. stricta cv. Iris solamente se observaron cromoso-
mas metacéntricos y submetacéntricos, lo cual coincide
con los estudios de Guangsui et al. (2010); sin embargo, en
el presente estudio fue posible observar el satélite en un
cromosoma de cada célula observada.

Destaca la presencia de cromosomas subtelocéntricos
en las especies de México aqui estudiadas, pues hasta
ahora, ningun estudio ha reportado este tipo de cromoso-
mas en especies del género Heliconia. Costa et al. (2016)
en 18 genotipos de Heliconia, entre ellos triploides, corro-
boraron la presencia exclusiva de cromosomas metacén-
tricos y submetacéntricos.

Los indices de asimetria 2A de la especie H. stricta y
3A de H. uxpanapensis y H. latispatha, aducen diferen-
cias entre cariotipos, lo cual significa que el cariotipo de H.
stricta es mas simétrico. Stebbins (1971), Schubert (2007)
y Medeiros-Neto et al. (2017) mencionan que los carioti-
pos asimétricos son resultado del dinamismo cromosoé-
mico, como consecuencia de inversiones paracéntricas
o pericéntricas, por lo que al final de los re-arreglos cro-
mosémicos el centrémero puede posicionarse hacia los
extremos, lo que genera cromosomas subtelocéntricos o
telocéntricos.

Con base en estas afirmaciones, se deduce que el ca-
riotipo de las especies H. uxpanapensis y H. latispatha
ha sufrido rearreglos y los factores antes citados pueden
contribuir a la asimetria observada. En relacion con la
posicion de los satélites, Schubert (2007) indica que és-
tos son de caracter altamente polimaérfico, y su movilidad
dentro del genoma obedece a factores ajenos que aun se
desconocen.

Stace (2000), por su parte, afirmo que los genomas mas
asimétricos son producto de adaptaciones a las condicio-
nes ambientales; en este sentido, Flores-Maya et al. (2006),
en Quercus rugosa, encontraron correlacion entre su cario-
tipo asimétrico y la adaptacion que muestran a ambientes
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menos favorables, contrario a Q. elliptica, que solamente
prospera en habitats bien conservados y posee un carioti-
po simétrico. Lo anterior puede tener cierta relacién con las
especies H. uxpanapensis y H. latispatha que prosperan en
la zona de transicién del tropico a neartico, mientras que
las especies de Heliconia citadas en la literatura, entre ellas
H. stricta, son originarias de zonas tropicales de los paises
centros de origen como Colombia y Ecuador. Estudios mas
intensivos sobre el cariotipo de las especies de México de-
ben realizarse para confirmar esta aseveracion.

La procedencia de los ejemplares podria ser una de las
posibles causas de que se haya observado un solo cromo-
soma con satélite en H. stricta. Ramsaroop (1995) sefala
gue el ahora cv. Iris se colectd en ambiente silvestre con
base en el potencial comercial de su inflorescencia; ob-
servaciones en campo Yy estudios de laboratorio indican
gue este material no produce frutos debido a que presen-
ta anormalidades en sus estructuras sexuales, entre ellas,
aborto del polen y aberraciones en los pistilos y estigmas,
lo cual podria estar relacionado con anormalidades cro-
mosomicas. Swanson (1968) menciona que todos los
genomas haploides tienen al menos un cromosoma con
constriccién secundaria, por lo que en el genoma diploide
del cv. Iris es razonable esperar que se observe un segun-
do satélite. Con base en lo anterior, no se descarta que sea
necesario realizar adecuaciones mas puntuales en el pre-
tratamiento a esta especie para observar de manera mas
detallada sus cromosomas.

Referente a la longitud de los cromosomas, los valores
gue se encontraron en el presente estudio fueron superio-
res a los que reportaron Andersson (1984) en las 29 espe-
cies y Guangsui et al. (2010) en ocho variedades. Debido
a que la longitud es un pardmetro que puede estar con-
dicionado por el pretratamiento, en este estudio se pue-
de atribuir al agua fria la condensacion moderada de los
cromosomas Yy con ello, la visualizacion de los satélites.
Mirzaghaderi (2010) en su estudio sobre pretratamientos,
gue incluyeron medios fisicos o quimicos y la combinacion
de ambos para obtener células en metafase en variedades
de trigo, encontré que el indice de metafases con agua fria
fue de tres a cuatro veces superior al de otros tratamientos.
Kato (1997), con raices de maiz, encontré que el agua fria
propicio indices de metafases similares al uso de medios
quimicos, incluso al de colchicina.

Debido a que en la literatura existe informacion poco
precisa sobre la caracterizacion cariotipica del género
Heliconia, es necesario realizar trabajos complementarios
con otras especies de México mediante la evaluacién de
pretratamientos que eluciden las caracteristicas cromoso-
micas con mayor precision.
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CONCLUSION

Heliconia uxpanapensis, H. latispatha y H. stricta po-
seen un ndmero cromosomico 2n = 2x = 24, al igual que
la mayoria de las especies de Sudamérica hasta ahora es-
tudiadas; no obstante, las especies nativas H. uxpanapen-
sis, H. latispatha difieren por la presencia de cromosomas
subtelocéntricos, lo cual sugiere posibles rearreglos cro-
mosoémicos como resultado de un genoma en constante
evolucion, mientras que H. stricta presenta cromosomas
metacéntricos en la mayoria de los casos.
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