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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 = 24y 2n = 3x = 36 cromosomas. Debido a que en
las especies de México se desconoce el nimero y morfologia cromosémica, el presente
estudio tuvo por objetivo determinar el cariotipo de Heliconia uxpanapensis, endémica
de México, H. latispathay 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 um, el de
H. latisparha 26.56 umy el de H. stricta 25.37 um. Las tres especies tienen 2n = 2x = 24
cromosomas, la férmula cariotipica de H. uxpanapensis estd representada por 2n = 8m +
10sm (2sat) + 6st, el de H. latispatha 2n = 4m + 14sm + Gst (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.

Abstract: 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 um for H. uxpanapensis,
26.56 um for H. latispatha, and 25.37 pm 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 + 14sm + 6st (2sat); and
that for H. stricta is 2n = 16m + 8sm. The first and second pairs of chromosomes of
H. [atispatha and H. uxpanapensis, respectively, present satellites, whereas in H. stricta
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the presence of the satellite was only observed in a single chromosome of the genome.
This is the first study in the genus Heliconia that reports the presence of sub-telocentric
chromosomes.

Keywords: Heliconia uxpanapensis, Heliconia latispatha, Heliconia stricta, cold water.
INTRODUCCION

Heliconia es un género que integra cerca de 220 especies (Kress ez al.,
2004), el cual se distribuye de manera natural desde Brasil hasta México
(De Castro et al., 2007). En México la diversidad de Heliconia estd
representada por 14 especies (De Castro ez al., 2007), las cuales habitan
en condiciones de clima tropical y subtropical y de suelos 4cidos a
alcalinos (Ortiz-Curiel ez 4/., 2015). Especies como H. latispatha, con alta
variabilidad intraespecifica, proliferan desde Ecuador hasta el noroeste
de México (Berry and Kress, 1991; De Castro ez al., 2007), mientras
que especies como H. uxpanapensis, endémica, (De Castro ez al., 2007;
Gutiérrez, 2000) estan restringidas al sureste mexicano.

El estudio de la estructura del genoma mediante el anélisis citogenético
genera conocimiento bédsico para subsecuentes estudios enfocados al
aprovechamiento de la diversidad. Con este tipo de estudios es posible
conocer el niimero cromosémico y con ello el nivel de ploidia, ademds
de detectar aneuploidias; asimismo, el andlisis de la morfologia de los
cromosomas (tamafo absoluto y relativo, posicién del centrémero, la
ubicacién y el nimero de satélites) aporta informacion del dinamismo
cromosémico (Poggio e al., 2008). La informacién generada puede
explicar parcialmente el polimorfismo interespecifico ¢ intraespecifico
(Alcintar, 2014).

En Heliconia, los estudios carioldgicos se han centrado en especies de
Centro y Sudamérica, pero no en especies nativas de México, mucho
menos en endémicas. Andersson (1984), en su estudio de 29 especies
originarias de Panam4, Colombia, Ecuador y Guayana Francesa, reportd
que las especies estudiadas poseen un nimero cromosémico 2n = 2x = 24;
resultados similares reportaron Guangsui ez 4/. (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 excepcién de H.
arabicalam., que posee n = 11; por su parte, Do Nascimento ez al. (2014),
en H. bihai, originaria de Sudamérica, reportaron 2n = 22, mientras
que Lee ez al. (1994), en cultivares de H. psittacorum y Kaemwong and
Eksomtramage (1998) en H. densiflora, reportaron 2n = 3x = 36.

Respecto a la morfologfa cromosémica, Andersson (1984) menciond
que los cromosomas son metacéntricos a submetacéntricos, con longitud
de 0.7 a 1. 7 um y sblo en algunas especies pudo observar satélites. De
la misma manera, Do Nascimento ez 4/. (2014) encontraron solamente
cromosomas metacéntricos a submetacéntricos.

El estudio cromosémico en células somdticas se realiza mediante
pretratamientos fisicos o quimicos. Una compactacién moderada
(prometafase) de los cromosomas hace posible localizar el centrémero,
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las constricciones secundarias y los satélites, con los cuales es posible
determinar una serie de parametros que otorgan una clasificacién tinica a
cada genoma (Stace, 2000).

Multiples estudios utilizan medios quimicos para el pretratamiento;
no obstante, Schweizer (1973) y Lodish ez 4/. (2013) mencionan que
mediante la exposicion de células somaticas a 4 °C los microtabulos se
despolimerizan debido 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 compactacion y dispersién de los cromosomas, mientras que
Mirzaghaderi (2010) utilizé agua frfa en el pretratamiento de raices de
trigo (Triticum aestivum L.) y obtuvo de tres a cuatro veces més células en
metafase que incluso con colchicina.

Para contribuir en el conocimiento carioldgico de las especies de
Heliconia nativas de México, el presente estudio tuvo por objetivo
determinar el cariotipo de H. uxpanapensis (endémica), H. latispathay H.
stricta, originaria de Sudamérica.

MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

Se estudiaron las especies H. uxpanapensis (endémica), H. latispathay H.
stricta cv. Iris, originaria de Sudamérica.

El material vegetativo de las dos especies de Heliconia nativas, previo a
los estudios citogenéticos, se corrobord 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 poblacidn. El estudio
carioldgico se realizé en el laboratorio de citogenética del Colegio de
Postgraduados, Campus Montecillo, México en los meses de enero a abril
de 2017.

Preparacién de las muestras

Debido a que las especies son tropicales y a que en el periodo en que se
realizd el trabajo prevalece un clima frio (4 °C + 1), para inducir a los
rizomas a la emision de raices se utilizd el protocolo propuesto por Do
Nascimento ez al. (2014), que consiste en colocarlos en bafio Maria 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 segtin la metodologia
de Kato (1997). Después de 8, 12, 16, 18 y 24 h se extrajeron las raices y se
fijaron en alcohol etilico y dcido acético glacial 3:1, en seguida se colocaron
en refrigeracién a 4 °C. Después de 12 a 18 h las raices se hidrolizaron
por 10 min en 4cido clorhidrico 1 N a 60 °C, se sometieron a digestion
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enzimdtica con pectinasa 0.3 uM en bano Maria a 32 °C por 2 h y se
tifieron con reactivo de Feulgen a 60 °C por 2 min para favorecer la
tincién. Para observar los cromosomas, un pequeno segmento del apice
de laraiz se colocé sobre el portaobjetos y se aplicd 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 informacion

Las imdgenes se capturaron con una cdmara digital modelo
MU-1000 (Marca AmScope, China). Adaptada al microscopio. Cinco
fotomicrografias de mejor resolucién, de igual numero de individuos
por especie, se seleccionaron y procesaron con el software KaryoType
(Altnordu ez al., 2016) (disponible en http://mnh.scu.edu.cn/soft/blog/
karyotype/). Este software, con base en la posicién del centrémero en
el cromosoma, calcula: 1) Longitud total = Brazo largo + Brazo corto
(LT = BL + BC), 2) Indice centromérico = Brazo corto/Longitud total
x 100 (IC = (BC/LT) x 100), 3) Relacién de brazos = Brazo largo/
Brazo corto (RB = BL/ BC) y 4) Tipo de cromosoma, metacéntrico,
submetacéntrico o subtelocéntrico (Levan ez al., 1964). El programa
proporciona también la férmula cariotipica, la longitud del genoma
haploide y el grado de asimetria de Stebbins (1971); esta tltima se basa
en la variacién intercromosomal (proporcién de cromosomas grandes/
pequefios) ¢ intracromosomal (proporcién de cromosomas con relacién
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 estuvo en funcién del genotipo; de
esta manera, se requirieron 12, 13y 14 h para H. latispatha, H. strictay H.
uxpanapensis, respectivamente. Las raices mds gruesas requirieron mayor
tiempo para la 6ptima condensacion.

En este trabajo se determiné por primera vez el cariotipo de H.
uxpanapensis. Se encontré que esta especie presenta 2n = 2x = 24
cromosomas (Cuadro 1), los cuales tienen longitudes de entre 1.0 y
2.76 pm (Cuadro 2) y aun cuando los cromosomas se observaron en
prometafase, con base en la clasificacién de Stace (2000), éstos van de
pequenos a medianos. Los satélites se observaron en el segundo par
cromosémico, (Figura 1 A), cuya longitud total haploide resulté de 22.21
+ 0.1 pm (Cuadro 2), mientras que la asimetria del genoma, debido a que
el tamano de los cromosomas oscila de pequeno a mediano y al reducido
nimero de cromosomas metacéntricos, se caracteriza como asimétrico
tipo 3A (Cuadro 2).

Heliconia latispatha presenta un nimero cromosdmico 2n = 2x = 24,
el tamafio de sus cromosomas oscila de pequefios a medianos y su grado
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de asimetrfa 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 niimero cromosémico de H. stricta es 2n = 2x = 24, el cual es idéntico
al de las otras dos especies estudiadas. En el presente estudio se observéd
la presencia de al menos un satélite en el complemento cromosémico,
el cual se localiza 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 diferencia de las dos especies
nativas, presenta mayormente cromosomas metacéntricos, por lo que
presenta asimetria clase 2A.

DISCUSION

El niimero cromosémico de H. uxpanapensis, que se identific6 en este
trabajo como 2n = 24, coincide con el de H. latispatha, mientras que,
el nimero cromosémico de H. latispatha coincide con lo que obtuvo
Andersson (1984) en cjemplares de la misma especie, pero originarios de
Panamdy Ecuador. En a H. stricta, se observaron 2n = 24

Cuadro 1.
Parametros cariotipicos del genoma haploide de tres especies de Heliconia.
H. uxpanapensis H. latispatha H. stricta

ChrH - - -

LT (um) IC (%) RB (um)  Tipo LT (pm) IC (%) RB (um)  Tipo LT (um) IC (%) RB(um)  Tipo
1 276+0.2 203122 392+05 st 341 £12 1637+19 511+07 st 3.03+02 31.10+44 221+046 sm
2 233+03 2933+101 241+12 sm 2.89+1.1 28.24+100 254+13 sm 258 +0.1 3393+46 195+041 sm
3 222401 25608+24 299+04 sm 260+0.1 31.12+£103 221+1.1 sm 242 +0.1 36.28+6.7 1.76+052 sm
4 2.12+0.1 28.09 +89 256+09 sm 2563+0.7 2449+7.3 3.08+1.3 st 236+0.1 41.09+59 1.43+037 m
5 2.03+0.1 30.66+5.9 2.26+06 sm 234+06 2208+40 3563+08 st 2.32+0.1 37.39+79 1.67+0.63 m
6 197+0.1 23.60 +2.2 324+04 st 2.30+0.6 2821+7.4 254+09 sm 225+00 41.61+39 1.40+022 m
7 191+0.1 2534+19 295+03 sm 220+06 2966+120 237+1.1 sm 21201 3610+44 185+039 sm
8 1.75+0.1 2398467 31712 st 191+£05 266462 290:08 sm 203£02 423175 1.36:051 m
9 1.63+0.1 37.22+84 169+07 m 1.82+05 2929+7.1 241 +£07 sm 1.72+0.1 37.34+£51 1.68+0.35 m
10 1.35+0.1 407276 14605 m 1.72£05 340496 19407 sm 1.59£0.1 40.69+42 1.46:023 m
11 1.14+0.1 4594 +1.1 1.18+0.1 m 1.50+04 4572 +1.1 1.19+0.1 m 1.51+02 41.43+71 1.41+049 m
12 1.00£0.1 4368+36 1.29%02 m 13604 423425 1.36 0.1 m 1.44£0.2 41.96+34 1.38£02] m

ChrH: cromosoma haploide, LT: longitud total, IC: indice centromérico, RB: relacion de brazos, st: subtelocéntrico, sm: submetacéntrico, m: metacéntrico

ChrH: cromosoma haploide, LT: longitud total, IC: indice centromérico, RB:
relacién de brazos, st: subtelocéntrico, sm: submetacéntrico, m: metacéntrico.
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Figura 1

Cromosomas en prometafase y su respectivo ideograma A) H. uxpanapensis,
B) H. latispathay C) H. stricta. Las flechas sefialan cromosomas con satélites.
Los nimeros dentro de la imagen indican cromosomas subtelocéntricos.

Cuadro 2.
Parametros y f6rmula del cariotipo de tres especies de Heliconia.
Especie 2n LTH (um) Férmula cariotipica® AC
H. uxpanapensis 24 2221+01 2n = 2x = 8m + 10sm(2sat) + Bst 3A
H. latispatha 24 2656+06 2n=2x=4m + 14sm + 6st(Zsat) 3A
H. stricta 24 2537+0.1 2n = 2x = 16m + 8sm(1sat) 248

tLos datos entre paréntesis en la férmula cariotipica indican nimero de satélites y tipo de
cromosoma que lo porta; 2n: niimero cromosémico diploide; LTH: longitud total del genoma
haploide; AC: asimetria del cariotipo con basa en la variacién inter e intracromosomal.

cromosomas, como lo reportaron Guangsui e a/. (2010).

Los cariotipos de H. uxpanapensis y H. latispatha presentaron
similitudes en cuanto a la presencia de cromosomas metacéntricos,
submetacéntricos y subtelocéntricos (Cuadro 2), ademas de la presencia
de satélites en el brazo corto; sin embargo, la principal diferencia entre
ambos es la ubicacién del satélite. Estos resultados, en conjunto, son
diferentes a los que encontré Andersson (1984) en las 29 especies
de Centroamérica y Sudamérica; dicho autor reportéd cromosomas
metacéntricos y submetacéntricos unicamente; ademds, observé satélites
en los brazos largos.

En H
metacéntricos y submetacéntricos, lo cual coincide con los estudios de

stricta cv. lIris solamente se observaron cromosomas
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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 cromosomas en especies del género Heliconia. Costa et al.
(2016) en 18 genotipos de Heliconia, entre ellos triploides, corroboraron
la presencia exclusiva de cromosomas metacéntricos y submetacéntricos.

Los indices de asimetria 2A de la especie H. stricta y 3A de H.
uxpanapensis y H. latispatha, aducen diferencias entre cariotipos, lo cual
significa que el cariotipo de H. stricta es més simétrico. Stebbins (1971),
Schubert (2007) y Medeiros-Neto ez 4l. (2017) mencionan que los
cariotipos asimétricos son resultado del dinamismo cromosémico, como
consecuencia de inversiones paracéntricas o pericéntricas, por lo que al
final de los re-arreglos cromosémicos el centrémero puede posicionarse
hacia los extremos, lo que genera cromosomas subtelocéntricos o
telocéntricos.

Con base en estas afirmaciones, se deduce que el cariotipo de las especies
H. uxpanapensis y H. latispatha ha sufrido rearreglos y los factores antes
citados pueden contribuir a la asimetria observada. En relacién con la
posicién de los satélites, Schubert (2007) indica que éstos son de caracter
altamente polimoérfico, y su movilidad dentro del genoma obedece a
factores ajenos que atn se desconocen.

Stace (2000), por su parte, afirméd que los genomas mas asimétricos
son producto de adaptaciones a las condiciones ambientales; en este
sentido, Flores-Maya et al. (2006), en Quercus rugosa, encontraron
correlacidn entre su cariotipo asimétrico y la adaptacién que muestran
a ambientes menos favorables, contrario a Q. elliptica, que solamente
prospera en hébitats bien conservados y posee un cariotipo simétrico. Lo
anterior puede tener cierta relacién con las especies H. uxpanapensis y H.
latispatha que prosperan en la zona de transicién del trépico a nedrtico,
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 més intensivos sobre el
cariotipo de las especies de México deben realizarse para confirmar esta
aseveracion.

La procedencia de los ejemplares podria ser una de las posibles
causas de que se haya observado un solo cromosoma con satélite en
H. stricta. Ramsaroop (1995) sefiala que el ahora cv. Iris se colecté en
ambiente silvestre con base en el potencial comercial de su inflorescencia;
observaciones en campo y estudios de laboratorio indican que este
material no produce frutos debido a que presenta anormalidades en sus
estructuras sexuales, entre ellas, aborto del polen y aberraciones en los
pistilos y estigmas, lo cual podria estar relacionado con anormalidades
cromosémicas. Swanson (1968) menciona que todos los genomas
haploides tienen al menos un cromosoma con constriccidén secundaria,
por lo que en el genoma diploide del cv. Iris es razonable esperar que se
observe un segundo satélite. Con base en lo anterior, no se descarta que
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sea necesario realizar adecuaciones mas puntuales en el pretratamiento a
esta especie para observar de manera més detallada sus cromosomas.

Referente a la longitud de los cromosomas, los valores que se
encontraron en el presente estudio fueron superiores a los que reportaron
Andersson (1984) en las 29 especies y Guangsui ez a/. (2010) en ocho
variedades. Debido a que la longitud es un pardmetro que puede estar
condicionado por el pretratamiento, en este estudio se puede atribuir
al agua fria la condensacién moderada de los cromosomas y con ello,
la visualizacién de los satélites. Mirzaghaderi (2010) en su estudio
sobre pretratamientos, que incluyeron medios fisicos o quimicos y la
combinacién de ambos para obtener células en metafase en variedades de
trigo, encontrd 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 propici6 indices de metafases similares al uso de
medios quimicos, incluso al de colchicina.

Debido a que en la literatura existe informacién poco precisa
sobre la caracterizacién cariotipica del género Heliconia, es necesario
realizar trabajos complementarios con otras especies de México mediante
la evaluacién de pretratamientos que eluciden las caracteristicas
cromosémicas con mayor precision.

CONCLUSION

Heliconia uxpanapensis, H. latispatha y H. stricta poseen un nimero
cromosémico 2n = 2x = 24, al igual que la mayoria de las especies
de Sudamérica hasta ahora estudiadas; no obstante, las especies nativas
H. uxpanapensis, H. latispatha difieren por la presencia de cromosomas
subtelocéntricos, lo cual sugiere posibles rearreglos cromosémicos como
resultado de un genoma en constante evolucién, mientras que H. stricta
presenta cromosomas metacéntricos en la mayorfa de los casos.
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